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La biopsie permet a la rigueur d’apprécier les Iésions 
récentes produites par le bacille de Hansen sur les nerfs péri- 
phériques. Mais, pour l'étude de l’infection dans les centres 
et les gros troncs nerveux, on ne dispose que de nerfs profon- 
dément atteints ou, les ladres mourant tardivement, de maté- 
riel d’autopsie provenant de lépreux anciens. On y constate 
des phénoménes de dégénérescence avec ou sans la présence 
du bacille spécifique ; quand ces germes y existent, ils se trou- 
vent engagés dans des Iépromes plus ou moins. volumineux, 
logés dans l’enveloppe conjonctive des nerfs. On peut, comme 
Soudakevitch [7], rencontrer des bacilles de Hansen dans des 
cellules nerveuses, mais on n’assiste jamais au début de l’infec- 
tion. Pour traduire le mode d’envahissement progressif, on 
en est réduit & construire des hypothéses qui se rapprochent 
plus ou moins de la réalité. 

Le rat qui nous a servi si souvent, comme élément d’ana- 
tomie comparée, pour étudier par analogie la lépre humaine, 
présente pour lobjet particulier qui nous préoccupe aujour- 
d’hui, de multiples avantages, mais aussi quelques inconvé- 
nients qui sont la rancon de l’espéce. On ne peut soigner un 
animal comme on soigne un homme. $i la peau s’ulcére, elle 
s’infecte fatalement ; quelles que soient les précautions qu’on 
prenne, le rat meurt soit de septicémie, soit de cachexie. Sans 
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parler des autres causes de décés inhérentes a la qualité ani- 
male telles qu’infections diverses et infestations parasitaires, 
celle-ci est une des raisons qui limitent la durée de l’existence 
des rats inoculés. Aussi rencontre-t-on rarement chez eux une 
atteinte vraiment massive du systéme nerveux. Celui-ci n'est 
cependant pas toujours indemne et nous le ferons ressortir 
plus loin. 


INOCGULATIONS INTRAGRANIENNES. 


Pour observer plus nettement la marche de l’infection, nous 
avons porlé le virus directement dans les méninges et méme 
dans le cerveau. 


Expirmnce n° 895. — Le 8 octobre 1935, nous avons inoculé 0c. c. 1 
d’une émulsion riche en bacilles de Stefansky 4 15 rats, au travers de 
la bottre cranienne, un peu en avant et entre les deux yeux, dans les 
tissus méningés. : 

Un est mort au moment de linjection et un deuxieme une demi- 
heure plus tard. Quatre autres ont succombé dans les jours suivants. 

Au bout d’un mois, ile 6 novembre, on sacrifie un de ceux qui 
restent, et, sur les coupes faites lout au long du systéme nerveux, on 
constate la présence de bacilles dans les cellules de la dure-mére, soit 
isolés, soit par groupes de trois ou quatre, aussi bien dans les enve- 
loppes de la base que dans celles de la votite. L’infection s’étend 4 la 
dure-mére spinale ; les cellules parasitées se rencontrent dans les 
régions cervicales et dorsales ot l’enveloppe des ganglions spinaux 
renferme de petits groupes bacillaires, moins nombreux dans la région 
lombaire et de plus en plus rares jusqu’’ la queue de cheval. 

La pie-mére est parsemée de bacilles, aussi bien sur la surface des 
centres nerveux que dans les replis qui pénétrent entre les circonvo- 
lutions ou entre les lobes du cervelet. Les yermes s’y trouvent par 
petits paquets dans des cellules isolées rarement groupées. 

Aprés cinquante-cing jours, le 2 décembre 1935, on sacrifie un autre 
rat. L’infection s’est considérablement accrue. Elle envahit la dure- 
mére tout entiére. A Ja votite, elle constitue un vaste léprome et atteint 
aussi intensément la base, au voisinage des gros vaisseaux cérébraux. 

Le bacille s’est répandu dans la pie-mére, en particulier 4 la base du 
cerveau, et a pénétré jusqu’au fond des sillons du cervelet ot les cellules 
parasitées se rassemblent en petits nodules. Il a gagné aussi, par la 
voie sanguine, quelques cellules endothéliales, et, par la voie lympha- 
tique, les enveloppes périvasculaires ot, dans le cerveau et dans les 
ventricules latéraux, il a formé de petits nodules centrés par le capillaire 
(périvascularites d’Ivan Bertrand) (fig. 8.). 

Dans la moelle, les cellules parasitées isolées, en groupe de quelques- 
unes ou méme en amas, sont répandues d’un bout & l’autre. On les 
trouve groupées dans la gaine de Henle des racines spinales et plus 
isolées dans la trame conjonctive A l’intérieur des ganglions spinaux. 
La gaine de Henle est fortement infectée dans les racines de la queue 
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de cheval et les bacilles s’y répandent jusqu’au voisinage des noyaux 
“de la gaine de Schwann. Le long des racines on rencontre des capil- 
laires dont les cellules endothéliales renferment des bacilles, mais dans 
le voismage on voit aussi des paquets de germes qui coiffent les noyaux 
“de la gaine de Schwann comme la flamme une bougie. Le plus souvent 
les paquets dont les éléments sont crientés parallélement les uns aux 
-aulres se trouvent disposés & une extrémité du noyau, mais parfois 
“on en trouve un paquet da chaque bout. 


CMetaininofFf 


(Fic. 1. — La dure-mére au niveau des lobes olfactifs transformée en un véri- 
table léprome. Dans Tangle de Ja figure se trouve représentée & un plus fort 
vrossissement la partie contenue dans le pelit carré tracé sur le dessin. 


Les lymphatiques périvasculaires des capillaires intraraciniens sont 
envahis et il s’est formé dans la queue de cheval de petits nodules 
centrés par le vaisseau (fig. 12). 

Le itroisiéme rat a été sacrifié le 5 mai 1936, soit sept mois aprés 
linfection. 

La dure-mére est infiltrée de germes et trés épaissie, surtout dans 
la région antérieure, siége de l’inoculation. Le lobe olfactif est entouré 
“un. véritable léprome. Les bacilles se sont multipliés dans les cellules 
€pithéliales amassées autour des vaisseaux, formant des nodules qut 
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diminuent le calibre de ceux-ci mais, en s’étendant 4 la périphérie, 
compriment la substance nerveuse, l’atrophient et la remplacent. 

La pie-mére, aussi infectée que chez Je rat précédent, porte de petits 
lépromes interlobulaires. Dans les ventricules, les bacilles se trouvent 
réunis dans des lépromes périvasculaires. On observe également quel- 
ques petites nappes 1épromateuses au-dessous de l’épendyme des ventri- 
cules latéraux et du quatriéme ventricule. 

La dure-mére spinale est comme toujours, mais d’une maniére plus 
intime, atteinte dans toute son étendue. I] existe une infection mas- 
sive de la queue de cheval. Les racines sont enveloppées de néoforma- 
tions 1épromateuses. Les bacilles de 1’épinévre ont pénétré jusque dans 
l’endonévre et méme dans les cellules de la gaine de Schwann. 

Dans les cellules du canal de 1’épendyme et dans des cellules migra- 
trices qui ont pénétré jusqu’Aa une certaine distance la substance ner- 
veuse voisine de ce canal, on rencontre des amas de bacilles du haut 
en bas de l’axe médullaire. 

L’infection a fusé le long du nerf optique dans l’enveloppe duquel 
on trouve des cellules renfermant des germes et a pénétré dans l’orbite 
ou. nous trouvons fortement atteints tous les tissus qui manifestent 
quelque affinité pour le bacille lépreux, c’est-a-dire le ganglion orbi- 
taire interne, le tissu conjonctif inter- et périmusculaire, la glande de 
Harder. 

Sur un autre rat sacrifié le 10 juin 1936, huit mois aprés Vinocula- 
tion, la pachyméningite est énorme. La dure-mére infiltrée augmente 
plus de dix fois d’épaisseur. Le lobe olfactif est enveloppé et pénétré 
par les néoformations lépromateuses. Autour des gros vaisseaux de la 
base du crane, il existe de petits lépromes. La leptoméningite est aussi 
trés accusée. L’infection s’étend au plexus choroide, en particulier dans 
les zones périvasculaires. On rencontre des cellules infectées dans 
l’épendyme des ventricules latéraux et du quatriéme ventricule. 

Le cervelet, plus éloigné du point d’inoculation sans doute, se trouve 
plus épargné que celui des autres rats. 

L’arachnoide est distendue, de méme que les ventricules, par du 
liquide d’coedéme qui a méme par places entrainé un ramollissement 
de la substance grise. Entre les mailles de l’arachnoide, il se trouve 
de place en place des cellules histiocytaires infectées. 

Dans la moelle, Ja dure-mére présente 1’état que nous lui avons 
trouvé chez tous les autres rats. Les cellules infectées siégent en abon- 
dance dans le périnévre et ont méme par leur abondance détruit en 
partie certaines racines. On rencontre aussi de petits amas bacillaires 
soit 4 un pdle, soit aux deux pdles des noyaux de la gaine de Schwann. 


Une injection plus sévére a été faite le 16 février 1935. Le 
virus a été porté avec l’aiguille jusqu’au sein de la matiére 
cérébrale. 


EXPERIENCE N° 945. — De 10 rats inoculés, 9 sont morts A une date 
assez proche de l’infection. Les coupes du cerveau n’ont pas révélé de 
lésions marquantes. En revanche, les bacilles se sont répandus dans 
la dure-mére. Ils ont gagné les ganglion; sous-maxillaires et méme 
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les ganglions axillaires qui tous renfermaient une grande quantité 
de virus. 

Un seul rat a résisté pendant plus d’un an. Ce rat a servi, avec 
les deux suivants, 4 des expériences de chronaxie. A la suite des opéra- 
tions pratiquées sur lui, il a manifesté des signes de fatigue tels que 
nous avons jugé plus prudent de le sacrifier le 25 juin 1936. 

Les lésions sont énormes : pachy- et leptoméningites étendues A tout 


Fic. 2. — Coupes du lobe gauche de l’encéphale. La tache noire siégeant dans le 
lobe occipital et celle qui se trouve dans le cervelet représentent deux 
lépromes et marquent une partie du trajet de l’ai-uille avec laquelle on a 
injecté le virus. Chacun des autres points noirs indique la présence d'un 
groupe de cellules remplies de bacilles lépreux. 


le systeme nerveux. En outre, dans l’hémisphére gauche, par la trainée 
d’infection qu’elle y a déposée, on peut suivre le trajet de 1’aiguille. 
Celui-ci se marque par la présence d’une suite de lépromes plus ou 
moins volumineux formés d’histiocytes chargés de bacilles qui ont 
repoussé la substance nerveuse et en ont occupé la place. Il va du 
lobe olfactif jusqu’’ la sixiéme lame cérébelJeuse. 
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Le lobe olfactif est environné d’un volumineux léprome méningé et 
infection l’a parsemé de noyaux bacillaires : ceux-ci se sont développés 
autour des vaisseaux dont la lumiére se percoit soit au centre, soit dans 
une région excentrique de l’amas de cellules chargées de bacilles. Par- 
fois méme, la prolifération cellulaire prend une telle extension que le 
vaisseau parait totalement obturé. 

La matiére cérébrale ne renferme que des lépromes périvasculaires 
jusqu’au lobe occipital ot le 1éprome d’inoculation prend le maximum 
de développement. La masse d’histiocytes chargés de germes qui le 
composent ont repoussé la substance nerveuse et l’ont progressivement 
détruite. 

Dans l’hémisphére droit, l’infection se limite aux méninges, mais elle 
les pénétre jusqu’au fond des scissures cérébrales, des replis céré- 
belleux. Les ventricules, en particulier Je quatri¢éme, renferment égale- 
ment des cellules remplies de bacilles, soit isolées sous l’épendyme, soit 
assemblées en amas autour des plus gros vaisseaux. 

Le long de la moelle, l’infection s’étend aux méninges d’un bout 
4 l’autre. De plus, on observe des bacilles dans les racines et les gan- 
clions spinaux. Les germes cheminent etre les fibres, en particulier 
dans les racines de la queue de cheval. 

Tout le long du nerf sciatique, des bacilles acido-résistants disséminés 
dans des cellules conjonctives du périnévre se rassemblent de place en 
place pour former de petits amas. 

A la sortie de l’échancrure sciatique, chez le rat, le nerf est en 
rapport étroit avec un ganglion lymphatique qui s’applique sur lui. 
Ce ganglion, chez notre animal, a pris un volume qui égale celui 
d’une noisette. Les bacilles de Stefansky lVont transformé en un 
léprome ot. le nombre des germes est colossal. Il en est de méme 
du ganglion poplité qui se trouve en rapport aussi étroit avec le nerf 
que le ganglion sciatique. 

L’ceil est profondément infecté. Les bacilles ont proliféré dans les 
méninges qui accompagnent le nerf optique et de 1A se sont répandus 
dans les tissus de l’ceil, la glande de Harder et le ganglion orbitaire- 
interne. 


EXPERIENCE N° 895. — Les deux derniers rats qui, avec le précédent, 
ont permis les mesures de la chronaxie, avaient été gardés aussi long- 
temps que possible pour permettre le maximum d’extension de l’infec- 
tion. Eux aussi avaient été trés déprimés par les manipulations dont 
ils avaient été Vobjet. Craignant qu’ils ne succombent inopinément et 
que le systéme nerveux, aprés la mort, ne subisse des altérations qui 


eussent géné nos examens, nous les avons sacrifiés le 9 et le 10 juil- 
let 1936. 


Rar T£TE ROUGE. — Chez ce rat l’infection a touché ta partie superfi- 
cielle de Vhémisphére gauche. Elle a provoqué une prolifération de 
cellules épithéliales, par amas, qui, partant en arriére du lobe olfactif, 
va jusqu’a la partie moyenne du cerveau (fig. 6). La structure du 
cerveau n’existe plus. On n’observe qu’un réseau de cellules étoilées 
qui, d’aprés les observations de M. Peyron, ne présentent pas les. 
réactions colorantes des cellules de la névroglie. M. Ivan Bertrand, dont 
on connait la particuliére compétence en histologie du systéme nerveux,. 
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a bien voulu examiner nos préparations. I] a reconnu dans ces éléments 
des histiocytes provenant des périvascularites voisines. Les bacilles 
qui remplissent ces histiocytes se logent surtout dans le protoplasma 
au voisinage du noyau, mais filent aussi le long des prolongements qui 
s’anastomosent les uns avec les autres. La détermination de M. Ivan 


Fic. 3. — Le nerf optique 4 son entrée dans lorbite. On remarque l’infection 
intense des méninges qui !’accompagnent. Cette infection s'est étendue dune 
part dans le tissu conjonctif avoisinant; d’autre part, dans le tissu conjonctil 
interfasciculaire des muscles droits, les histiocytes remplacant peu 4 peu les 
fibres musculaires qui disparaissent. 


Bertrand parait d’autant plus exacte que par le pouvoir phagocytaire 
qu’elles manifestent, ces cellules appartiennent au systeme réticulo- 
endothélial. Baths, wis 
L’infection s’est répandue dans tout l’hémisphére par les vaisseaux 
qui sont encerclés dans un anneau de cellules lépreuses. Certains 
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d’entre eux sont remplis de petits monocytes qui en obturent la 
lumiére. L’infection périvasculaire s’étend au lobe occipital et méme 
au bulbe. 

Un cedéme qui dissocie les fibres de la substance blanche envahit 


Fic. 4. — Le nerf optique a son épanouissement dans la rétine. Les méninges 
toujours infectées l’'accompagnent jusqu’a l’étranglement qui précéde lentrée 
dans la rétine. On observe également des zones d’infection des muscles droits. 


La glande de Harder, de droite vt de gauche, est en voie de transformation 
lymphoide. 


tout le cerveau, comprime les cellules nerveuses qui paraissent comme 
incluses dans une vacuole et dilate les capillaires. 

Dans le cervelet les cellules de Purkinje ont perdu leur prolongement 
et sont arrondies, séparées de la zone des grains par le liquide d’cedéme. 


a 


BACILLE DE LA LEPRE ET SYSTEME NERVEUX 557 


Les méninges renferment un nombre colossal de bacilles. Elles pres- 
sent les lobes olfactifs dont les vaisseaux sont tous entourés d’un 
anneau, parfois volumineux, de cellules infectées. De la capsule 
méningée sont parties des cellules migratrices renfermant des germes 
lépreux en nombre variable, qui, de place en place, ont envahi la 
substance cérébrale bordante. A la face intérieure du cerveau la dure- 
mére semble plus particulitrement pénétrée par les bacilles de Stefansky 
qui ont formé de vastes amas autour des gros vaisseaux. 

La toile choroidienne, envahie comme les méninges, contient de 
petits lépromes autour des vaisseaux. Le phénoméne est particuliére- 
ment marqué dans le quatriéme ventricule ot les baciiles ont essaimé 
dans la protubérance. On y remarque un certain nombre de granu- 
Jomes qui semblent correspondre A la lumiére de petits vaisseaux 
sanguins. Le fait est que dans le voisinage on rencontre des capillaires 
enveloppés d’un manchon leucocytaire dont certaines cellules renfer- 
ment des bacilles acido-résistants. 

Moelle. — L’infection atteint la dure-mére et aussi la pie-mére d’ou 
partent des cellules chargées de bacilles qui se répandent dans la 
couche superficielle de la moelle. Tous les vaisseaux sont encerclés de 
cellules histiocytaires remplies de bacilles. A partir de ces vaisseaux, 
les cellules migratrices se disséminent entre les fibres et forment de 
petits foyers fusiformes. Dans les racines, en particulier les racines 
postérieures, et dans celles qui composent la queue de cheval, non 
seulement les vaisseaux y contenus sont entourés de cellules infectées, 
mais on y trouve des bacilles infiltrés entre les filets nerveux et jusque 
‘dans la gaine de Schwann ot ils coiffent le noyau de la cellule. 

Nerf sciatique. — Le ganglion sciatique est le siége, comme le gan- 
glion poplité, d’une profonde infection. Le volume de chacun d’eux 
dépasse considérablement la normale, le sciatique atteint la taille d’une 
noisette, le poplité celle d’un petit pois. Chose curieuse, étant donnée 
la présence d’une infection si forte au voisinage du nerf, on ne ren- 
contre dans les coupes que quelques bacilles disséminés dans le 
périnévre. 

OFil. — L’infection suit les méninges du nerf optique jusqu’a l’entrée 
dans l’ceil. Un manchon de tissu lépreux entoure le nerf entre les 
muscles droits jusqu’A la rétine. Ces muscles subissent eux-mémes 
l’influence de l’infection qui dissocie les fibres musculaires et parfois 
en a pris la place. La glande de Harder ne se transforme en léprome 
que dans quelques-uns des lobes qui la composent ; en revanche, tous 
Jes lobules sont envahis par une masse compacte de lymphocytes qui 
se substitue comme un organe lymphoide A l’épithélium glandulaire. 
Le ganglion orbitaire interne est comme toujours rempli de bacilles. 
Au voisinage de celui-ci on trouve un grand nombre de germes spéci- 
fiques accumulés autour d’un bulbe pileux. 


Rat TATE sauNE. — Méninges. — La dure-mére, par multiplication des 
cellules lépreuses, acquiert une ¢paisseur de vingt fois supérieure 4 la 
normale, aussi bien A la votite qu’ la base du cerveau. Elle se confond 
souvent avec la pie-mére avec laquelle elle se soude plus ou moins. 
Quand elle s’en détache, la pie-mére est souvent parsemée de petits 


lépromes. ' 
Systéme nerveux central. — Dans les lobes olfactifs les vaisseaux s’en- 
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tourent d’une gaine de tissu. lépreux qui s’étend assez Join de sor 
point de départ et forme de petits foyers qui ont détruit le tissu noble 
et en ont pris la place. 

Le lobe occipital est farci de lépromes microscopiques qui ont pour 
origine une périvascularite lépreuse d’ot: essaiment des cellules parasitées 
réunies entre elles par des prolongements étoilés ; cellules et prolon- 
gements sont farcis de bacilles (fig. 6). 

Dans tout le cortex cérébral, on constate la présence de cellules infec-. 
tées qui, provenant des méninges, ont pénétré dans la substance céré- 
brale avec les bacilles qu’elles contenaient. 

Les lames du cervelet se trouvent comprimées par un épaississement 
des méninges infectées. La substance médullaire en est atrophiée dans 
quelques lobules, dissociée dans la plupart, et séparée de la couche des 
grains. Les cellules de Purkinje, arrondies sans prolongements, parais- 
sent étre altérées. 

Tout le cerveau est pénétré par un liquide d’cedéme qui distend les 
ventricules, comprime Jes cellules nerveuses dont le protoplasma est 
rejeté sur le noyau déformé. C’est & ce liquide d’cedéme qu’il faut attri- 
buer les phénoménes de dissociation observés dans le cervelet. 

Un collier de tissu lépreux enserre les vaisseaux de la toile choroi- 
dienne, surtout dans le quatriéme ventricule. Les capillaires renfer- 
ment par places de véritables petits Iépromes. L’infection a pénétré: 
avec les vaisseaux sanguins dans le bulbe. A partir de ces vascularites, 
il se détache des trainées de cellules lépreuses disposées en forme de 
fléche. 

Moelle. — Les méninges sont aussi malades que celles du cerveau. 
Les périvascularites lépreuses forment une masse de lépromes micros- 
copiques dans |’épaisseur de la meelle. 

C’est encore par les vaisseaux que l’infection s’étend aux racines et 
en particulier aux racines postérieures. Sur une coupe perpendiculaire: 
a l’axe, on voit le faisceau nerveux partagé en segments séparés par 
une infiltration bacillaire des fines travées de l’endonévre jusqu’au 
vaisseau central. De place en place les histiocytes ont formé de petits 
nodules qui disséquent les filets nerveux (fig. 7). 

Les ganglions spinaux, pénétrés comme les racines, renferment beau- 
coup de cellules lépreuses qui compriment et étouffent les cellules 
nerveuses. Beaucoup d’entre elles ont un noyau pycnotique et un proto-- 
plasma trés altéré. On peut, dans quelques cellules, voir que les bacilles 
se sont installés dans le protoplasma. 

Les racines de la queue de cheval participent autant que les autres 
et de la méme facon que les autres a l’infiltration bacillaire. 

Nerf sciatique. — Les ganglions sciatiques et poplités, comme chez 
le rat précédent, acquiérent un volume considérable. De nombreuses. 
cellules lépreuses, réunies en foyers multiples, les remplissent de germes. 

Le périnévre est parsemé de petits lépromes. 

OEiil. — Comme pour le rat rouge, les méninges du nerf optique: 
conduisent le bacille de Stefansky jusqu’A la rétine exclusivement. Les 
cellules infectées forment tout autour du nerf un volumineux 1éprome. 
Elles ont essaimé aussi dans le tissu conjonctif intermusculaire, dissocié 
les muscles droits et ont pris la place de fibres musculaires qu’elles rem-— 
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placent. La glande de Harder, ici, est prise d’un bout a l’autre ; seule la 
partie muqueuse de la glande est épargnée (fig. 3 et 4). 

Le ganglion orbitaire interne, comme de régle, est le siége d’une: 
accumulation bacillaire. Les germes se sont répandus dans les pau- 
pieres autour des bulbes pileux qui se trouvent implantés dans un 
véritable tissu lépreux. 


Synthése des résultats. 


La lépre 4 bacille de Hansen, semble s’acclimater presque: 
spécifiquement dans les nerfs et les extrémités nerveuses. 
Les premiers accidents se révélent en général par des macules 
ou la sensibilité est pour le moins trés atténuée. Les. 
phénoménes nerveux, tant du cété de la sensibilité, qui peut 
étre disparue, atténuée ou exagérée, que du cdté trophique, 
atrophies musculaires, maux perforants, etc., ou bien moteurs, 
paralysie, mains en griffes, impotences, se manifestent ensem- 
ble ou séparément avec une régularité pour ainsi dire constante. 
On peut méme observer des troubles cérébraux qui peuvent 
étre mis sur le compte de la lépre. 

Nous n’exposons pas dans ce mémoire nos recherches sur 
Vinfection des extrémités nerveuses chez le rat. Nous nous bor- 
nons a relater ce que nous observons quand les bacilles se- 
trouvent directement en rapport avec les centres nerveux. 

A la vérité, aussi bien chez l’-homme que chez le rat, l’infec- 
tion spontanée des centres nerveux est un phénoméne rare. 
Cependant Sugai [8] signale que, dans un cas, il a trouvé des. 
cellules lépreuses contenant des bacilles dans les ventricules. 
latéraux. On rencontre plus d’observateurs qui signalent la 
présence des bacilles spécifiques dans la moelle. Chassioti [4) 
trouve des milliers de germes dans le tissu de soutien et méme 
dans les fibres des racines postérieures ; Soudakewitch [7], dans 
le ganglion de Gasser et jusque dans les cellules nerveuses ; 
Babes [4], dans les cellules ganglionnaires et dans les cellules 
périnévrétiques ; Uhlenhuth et Westphal [9] dans les cellules 
de Purkinje et les ganglions spinaux. 

Lie [5], dans un mémoire de 180%, étudie la marche centrifuge 
et centripete de la lépre nerveuse. II rencontre des lépromes 
non seulement dans les nerfs, mais de nombreux parasites. 
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spécifiques inclus dans les racines postérieures et dans le proto- 
plasma vacuolaire des neurones ganglionnaires. 

Il est curieux de constater la similitude de certaines lésions 
provoquées par inoculation intracranienne chez le rat avec 
celles qui se produisent spontanément chez homme dans les 
cas rapportés par Lie. 

La série d’expériences que nous rapportons montre les 
avantages que présente l’anatomie comparée pour l'étude de 
la lépre. 

La possibilité qui nous est fournie de porter artificiellement 
le virus ot l’on veut, par les modes d’inoculation les plus divers, 
permet au laboratoire des recherches sur la propagation du 
virus dont on ne peut observer les effets chez V homme qu’acci- 
dentellement et 4 l’autopsie. En déposant le bacille de Stefansky 
directement dans le systéme nerveux, nous avions le moyen de 
suivre le développement de l’infection dans les diverses parties 
de Ja substance cérébrale et de mesurer les troubles physiolo- 
giques qu’une pareille inoculation est susceptible de provoquer. 

Nous n’avons pas cherché a porter avec quelque exactitude le 
matériel d’inoculation dans une région déterminée. Bien que les 
animaux utilisés aient été choisis trés jeunes, Vaiguille, aprés 
avoir perforé la boite cranienne, pénétre plus ou moins avant, 
tantét transpercant le cerveau et, dans ce cas, provoquant sou- 
vent en vingt-quatre heures une mortalité considérable, tantét 
au contraire ne dépassant pas les méninges. 

Méninges. — En tous cas, ces enveloppes se sont toujours 
iontrées trés sensibles a l’infection. Les bacilles s’y multiphent 
avec rapidité et en trés grande abondance. En un mois, ils 
les atteignent dans toute leur étendue. Sans doute le liquide 
céphalo-rachidien, en véhiculant les germes qui peuvent y avoir 
été déposés, contribue-t-il 4 la dispersion de linfection. Mais 
une fois fixé, le bacille a rapidement fait de constituer de vérita- 


bles lépromes par le nombre considérable de cellules qu’il attire 
et qu’il contamine. 

La dure-mére constitue une vaste colonie microbienne qui 
finit par lui donner une épaisseur de cing a dix fois supérieure 
a celle qu’elle présente a l’état normal. Elle manifeste une 
adhérence trés étroite aux os du crane et on ne peut guére 


en conserver l’intégrité que sur des espaces trés limités. C’est: 
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a la votite qu’il est le plus facile de la détacher et c’est 1A 
qu'on y observe le plus facilement I’énormité de V infection, 
mais les rares débris de la dure-mére provenant de la base du 
crane nous ont révélé que le bacille lépreux y prend un déve- 
loppement parfois aussi considérable. 

La pie-mére est aussi régulisrement atteinte, mais d’une 
maniére moins générale. L’infection s’y manifeste avec une 
intensité variant avec la sensibilité individuelle de l’animal 


Fic. 5. — Une périvascularite lépreuse du lobe olfactif. Une cellule située en 
bas et & droite de la figure a émigré du pourtour vasculaire dans la substance 


nerveuse. 


inoculé. Alors que. chez un rat inoculé depuis vingt-cing jours 
seulement, on découvre la présence de véritables petits lépro- 
mes disséminés sur la voite, dans les scissures cérébrales et 
surtout cérébelleuses, alors que des foyers lépreux importants 
distendent la fente postérieure et s’é6tendent méme aux replis 
périfasciculaires de la moelle, on n’observe qu’une. infection 
plus discréte, bien qu’aussi étendue, chez un autre qui avait 
recu les germes pathogénes sept mois auparavant. 

Chez presque tous ces rats, on voit l’arachnoide distendue, 
traversée de fibrilles renfermant des cellules chargées de ba- 
cilles. Les méninges épaissies, infectées au point de paraitre 
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uniquement constituées de cellules lépreuses, accompagnent 
le nerf optique jusqu’é son épanouissement dans la rétine qui 
reste intacte. Mais il n’en est pas de méme des muscles droits 
dont certaines fibres sont détruites et remplacées par du tissu 
lépreux. 

La contamination de l’ceil par infection méningée se montre 
susceptible de réciproque. Une infection de l’ceil se propage 
par les méninges du nerf jusqu’au cerveau. 

Résistance a linfection de la substance nerveuse. — En 
regard de l’étendue que prend l’infection méningée, il est frap- 
pant d’observer que, quelle que soit la sévérité de l’inocu- 
lation intracranienne, la substance cérébrale se défend bien. 
Il a fallu Ja masse énorme de bacilles que peut renfermer 
1/10 de centimétre cube d’une émulsion trés riche, injectée 
directement dans le cerveau, pour que l’afflux des histiocytes, 
-attirés mm situ par laction chimiotactique, s’y organise en 
léprome. Mais écartée, repoussée et finalement atrophiée par 
la compression qu’exerce cet apport de cellules nouvelles, la 
matiére cérébrale reste indemne de toute contamination. Le 
tissu nerveux ne convient pas a la culture du bacille de Ste- 
fansky. 

Périvascularites. — Il n’en est pas de méme des tuniques 
vasculaires. L’apport bacillaire se fait plus par les lympha- 
tiques que par les vaisseaux sanguins. Il est exceptionnel que 
la tunique artérielle renferme des bacilles. Mais ces éléments 
parasitaires se répandent, libres ou avec les cellules qu’ils 
contiennent, dans les capillaires ot le courant moins violent 
leur permet de se fixer. Assez souvent on en observe de petits 
paquets dans les cellules endothéliales. C’est dans l’enveloppe 
lymphatique périvasculaire qu’ils prennent le maximum de 
‘développement. On voit se constituer des périvascularites de 
méme ordre que celles qui ont été étudiées par Ivan Ber- 
trand [2]. Il s’en échappe des histiocytes, cellules phagocytaires 
‘de la microglie, qui s’écartent du vaisseau en constituant une 
sorte de réseau. Les mailles de ce tissu néoformé sont repré- 
sentées par des cellules étoilées dont les prolongements s’unis- 
sent les uns aux autres. Les bacilles de Stefansky parasitent 
plus ou moins toutes les cellules et leurs prolongements. Nous 
avons rencontré ce mode d’infection plus spécialement dans le 
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lobe frontal droit et le lobe occipital gauche de nos rats les 
plus infectés. Les périvascularites se montrent particuliére- 
ment intenses dans les lobes olfactifs ot les capillaires sont 
encerclés, comprimés par les cellules parasitées, et partois 
méme obturés. Elles n’intéressent pas seulement les capil- 
laires cérébraux, mais aussi ceux du bulbe et de la moelle, 
en particulier des racines postérieures. Elles enserrent aussi 
les veines qui en proviennent et parfois elles s’6tendent jus- 


Fic. 6. — Un coin du lobe frontal au voisinage d’une périvascularite. Un grand 
nombre d’histiocytes chargés de bacilles ont envahi la substance nerveuse. 


qu’aux troncs veineux, méme les plus importants, tels que 
ceux qui siégent a la base du crane. 

L’infection gagne la toile choroidienne, mais 1a, les capil- 
laires congestionnés restent en général indemnes. C’est autour 
de la veine de sortie que se concentre le plus souvent |’infec- 
tion, notamment dans le quatriéme ventricule. 

En dehors de ces foyers qui représentent de vrais petits 
lépromes, on voit des méninges s’échapper des cellules char- 
gées de bacilles qu’on rencontre dans la zone bordante du cer- 
veau, au-dessous de l’épendyme ventriculaire, mais surtout 
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au-dessous de l’6pendyme chordale d’ow les cellules émigrent 
jusque dans la substance nerveuse de la moelle. 

OEdéme cérébral.— En outre de ces lésions d’ordre purement 
lépreux on constate, chez tous les animaux, la présence 
d’cedéme généralisé qui distend les ventricules, comprime 


Fic. 7. — Infection trabéculaire de Ja moelle. Ce petit léprome siége dans un 
tubercule néoformé. 1] en existe cinq un peu moins volumineux dans Ja coupe 
dou a été tiré ce dessin. Chacun de ces tubercules a débuté par la pénétra- 
tion de la périphévie vers la profondeur d’histiocytes disposés en ligne de file. 


autour du noyau le protoplasme des cellules nerveuses. Cet 
cedéme, a la vérité, ne s’accentue jusqu’a ce point que chez les 
animaux que nous avons conservés le plus longtemps. I] est 
méme supposable que les manoeuvres opérées au cours de nos 
recherches sur la chronaxie sont justiciables, au moins en 
partie, de ces accidents, car, au sortir de ces opérations, les 
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rats paraissaient tellement fatigués que nous avons di les 
sacrifier pour étre certains de retirer le syst8me nerveux avant 
la mort. 

Dans le cervelet on rencontre aussi un certain nombre de 
cellules erratiques chargées de bacilles. 

Chez les deux rats soumis A la chronaxie, la zone molécu- 
laire comprimée par l’cedéme est en partie détruite, souvent 
séparée de la couche profonde, les cellules de Purkinje arron- 
dies ont perdu leurs prolongements, elles se trouvent déta- 
chées de la zone des grains. 


Fic. 8. — Un ganglion spinal vu a petit grossissement; chaque point noir 
indique la présence d'un groupe de cellules infestées. Un carré dessiné en 
haut et 4 droite représente la partie grossie de la figure suivante. 


Bulbe. — Quand l’infection est avancée le bulbe participe 
fortement a l’infection. Les périvascularites y sont fréquentes 
avec émigration d’histiocytes parasités qui se répandent au 
milieu de la substance nerveuse. 

Moelle. — La moelle est toujours fortement atteinte. En 
dehors de ces cellules migratrices 6manant du canal épendy- 
maire que nous avons signalées plus haut, on constate l’appa- 
rition de petits lépromes de la pie-mére et méme des septa 
péricordonnaux qui se développent artificiellement, tracés par 
une ligne d’histiocytes parasités. 

L’infection est surtout marquée dans les racines postérieures 
qu’elle dissocie par des amas de cellules bacilliferes. La pro- 
pagation parasitaire gagne les ganglions qui se montrent par- 
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fois trés infectés comme celui dont nous donnons la figure. 
Les cellules lépreuses enserrent les neurones et parfois les 
étouffent, entrainant une dégénérescence pycnotique du noyau. 
Parfois, mais rarement, on peut voir des bacilles dans la cel- 
lule nerveuse elle-méme, mais point aussi manifestement que 


Fic. 9. — Partie du ganglion spinal dé!imité par un carré dans la figure 6. Une 
cellule nerveuse un peu en dessous du milieu contient des bacilles, mais il 
est difficile d’affirmer quils my ont pas élé portés par le rasoir. Quelques 
neurones subissent une dégénérescence dentelée du protoplasme, certains 
autres renferment un noyau pycnotique. 


dans les cellules nerveuses des ganglions spinaux de l'homme 
d’aprés les dessins publiés par Lie [5]. 

Dans les racines coupées perpendiculairement a leur axe, 
on observe des infiltrations bacillaires, non seulement dans le 
périnévre, mais jusqu’entre les fibrilles nerveuses que l’accu- 
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mulation de cellules lépreuses écarte et comprime. L’infection 
s’étend, et de trés bonne heure, jusque dans les racines de 
la queue de cheval ot les périvascularites sont communes, ot 
linfiltration bacillaire encercle les racines et lance des travées 
entre les fibres nerveuses. Parfois méme on surprend des 


Fic. 10. — Coupe transyersale d'une racine postérieure. On y constate a la suite 
de la pénétration des histiocyles entre les fibres nerveuses, la formation de 
trabécules d’endonévre. On peut remarquer de méme que des bacilles 
paraissent cheminer entre les fibres comme emportés par un courant lym- 
phatique. 


bacilles libres qui semblent circuler entre les filets nerveux 
sans qu'il paraisse s’agir d’un artifice dt a la coupe. 
Sciatique. — A la-sortie de l’encoche sciatique le nerf se 
trouve en rapport immédiat avec un ganglion qui siége en 
arriére et qui, chez les rats lépreux, prend un développement 
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pouvant aller jusqu’d la dimension d’un pois chiche ou duane 
petite noisette. Ce ganglion renferme une masse considérable 
de cellules iniectées. 

Il en est de méme du ganglion poplité qui, aussi étroite- 
ment, s’attache au nerf et qui, comme le ganglion sciatique, 
prend dans la lépre un développement important, quoique 
notablement inférieur A celui du ganglion sciatique. Dans 
toute l’étendue du nerf on trouve des Iépromes plus ou moins 


Fic. 11. — La moelle dessinée a petit grossissement au niveau d’une coupe 
transversale de la queue de cheval. Presque toutes les racines renferment des 
périvascularites lépreuses. Petits lépromes dans les gaines méningitiques. 


importants siégeant dans le périnévre, dans lVendonévre et 
parlois au-dela, comme nous le relatons plus loin. Mais les 
filets nerveux se montrent généralement intacts. Toutefois 
infection sur le trajet du nerf reste loin de l’importance qu’on 
lui reconnait dans les racines du nerf sciatique. 

Les bacilles se répandent par les lymphatiques. — I) est 
évident que la transmission dans tout le systéme nerveux cen 
tral s’accomplit, comme nous l’avons déja dit, par le liquide 
céphalo-rachidien qui est toujours un peu souillé au moment 
de l’inoculation. Mais un tel mode de transport n’explique pas 
Vatteinte du nerf sciatique. On ne comprendrait pas davan- 
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tage la propagation par les vaisseaux sanguins, car depuis 
la téte Jusqu’a l’extrémité des pattes, ils ne manqueraient pas 
de disséminer les germes dans les régions voisines avec les- 
quelles ils sont en relation. Dans les premiéres minutes qui 
Suivent l’injection intraveineuse de bacilles de Stefansky, on 
trouve des germes dans tous les vaisseaux du cerveau, jusque 
dans les plus fins capillaires. Mais au bout de trés peu de 


emetatninolf 


Fic. 12. — Une des périvascularites siégeant dans les racines de la queue de 
cheval. Les histiocytes se répandent entre les fibres nerveuses, en étouffent 
quelques-unes et en compriment d’autres 4 la limite de la zone d’extension 
de lVinfection. 


temps on n’en retrouve plus aucun. Ils n’ont pas été retenus 
par les cellules endothéliales des vaisseaux et nous n’assistons 
pas au début des périvascularites. Ce n’est que plus tard qu'on 
trouve les méninges infectées et que se développe |’infection 
des lymphatiques périvasculaires. Le réseau lymphatique 
constitue donc la voie de propagation de l’infection. 

Le bacille de Stefansky constitue méme un remarquable 
indicateur qui permet de suivre dans toute l’étendue du sys- 
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tame nerveux le développement du réseau lymphatique. On 
voit que le courant lymphatique circule non seulement dans 
le périnévre et l’endonévre, mais encore entre les fibres, car 
dans certaines racines des nerls craniens et dans les racines 
spinales, des bacilles apparemment libres se répandent au long 
des filets nerveux comme entrainés par un courant liquide. 


i 
( 
4 
y/ 
Fic. 13. — Ces deux figures proviennent du professeur Lie, de Bergen, et ont 


paru dans son mémoire de 1894. Elles représentent deux cellules de Ja gaine 
de Schwann avec des bacilles de Hansen obtenues par dissociation dun nerf. 
Dans l'une, les germes sont rassemblés & une extrémité du noyau; dans 
Vautre, ils ont eu le temps de se répandre dans toute la cellule. 


L’existence de cette voie lymphatique particuliére du sys- 
téme nerveux nous explique la contamination, que nous avons 
trouvée sur nos rats si intense, des ganglions sciatiques et 
poplités qui siégent dans une étroite intimité de rapport avec 
le nerf sciatique sur lequel ils s’appliquent. 

C’est sans doute a ce systéme lymphatique qu’il convient 
d’attribuer le fait que nous avons constaté, et sur lequel nous 
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‘reviendrons plus tard, de Vinfection des méninges cérébrales 
apres injection de bacilles de Stefansky dans le nerf sciatique. 
Ce réseau, sans doute A double courant, explique les phéno- 
ménes, depuis longtemps décrits par Lie, de Bergen, de che- 
minement de linfection lépreuse dans les nerfs par voile 
centripete et centrifuge. C’est par cette voie que passent les 
virus qui de la périphérie gagnent les centres nerveux, comme 


Fic. 14. — Un capillaire dans Je nerf sciatique. Trois cellules endothéliales 
renferment des paquets bacillaires plus ou moins volumineux. 


celui de la rage, ou vont, comme !’a montré Nicolau [6], du 
centre a la périphérie. Nous l’avons vérifié par constatation de 
bacilles dans les méninges cérébrales aprés incculation dans 
Je nerf sciatique. 

Infection des cellules de la gaine de Schwann. — II est une 
autre observation antérieurement faite chez homme par Lie, 
qui en donne des figures mais sans y attacher d’autre impor- 
tance que la situation intranerveuse du bacille, et que nous 
ayons surprise chez le rat non sans étonnement. Dans les 
racines spinales et dans le sciatique, non loi d’un foyer 
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lépreux et au voisinage immédiat d’un capillaire dont quelques 
cellules endothéliales renfermaient des bacilles, nous avons 
rencontré dans les cellules de la gaine de Schwann, coiffant 
le noyau comme la flamme une bougie, de petit paquets 
bacillaires. 

Il y a dans cette pénétration par un bacille immobile d'une 
cellule qui ne posséde pas de fonction phagocytaire, un phé- 
noméne assez difficilement explicable, attendu qu’il semble 
difficile de faire intervenir comme agent de transport une cel- 
lule migratrice qui aurait déposé des bacilles et serait ensuite 
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Fic. 45. — Deux cellules de la gaine de Schwann. On remarque au-dessous du 
noyau, le coiffant comme la flamme d’une bougie, un paquet de bacilles dont 
les éléments ont subi en partie la transformation granulaire. 


partie. La disposition particuli¢re de ces germes & l’un des 
poles du noyau peut faire naitre dans l’esprit une hypothése 
hardie qui évidemment mériterait confirmation expérimen- 
tale. Nous savons que le bacille de Stefansky est polarisé. 
Si l'on admettait une polarisation du noyau de la cellule, on 
pourrait penser & une attraction du pdle positif bacillaire nar 
le pole négatif nucléaire. En tout cas, il s’agit certainement 
d’un phénoméne électrique de méme ordre que celui qui attire 
un phagocyte vers le corps qu’il englobe. 

Réaction physiologique des rats infectés par voie cranienne. 
— Il est vraiment curieux d’observer que des animaux por- 
teurs d’une infection si intense des centres nerveux ne mani- 
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festent aucun trouble apparent de I’état général. Ils s’alimen- 
tent, se meuvent et réagissent aux excitations comme les rats 
normaux. 

Devant Vimpossibilité d’utiliser observation pour juger 
des modifications dans la sensibilité que de telles lésions peu- 
vent provoquer, nous avons demandé a M. le professeur Lapic- 
que, que nous remercions ici de son obligeance, de rechercher 
dans son laboratoire par la chronaxie les changements qu’a 
pu subir l’excitabilité nerveuse. Ces recherches ont été opé- 
rées par l’un de nous avec l’aide de M™° Chauchard [3]. 

Les mesures faites d’abord sur des rats normaux ont permis 
d’établir que le rapport de la chronaxie des extenseurs & celle 
des fléchisseurs se traduit par des chiffres de 1,5 4 2, la valeur 
la plus faible se rapportant aux extenseurs 

Sur les rats lépreux on observe une diminution trés nette 
des rhéobases et une augmentation des chronaxies, plus mar- 
quée au fur et & mesure que croit l’infection. Le rapport des 
chronaxies des antagonistes varie peu et s inverse rarement ; 
d’ailleurs la coordination des mouvements reste bonne. Tou- 
tefois sur des animaux trés infectés, le rapport des chronaxies 
tend a s’égaliser sur des chiffres trés élevés et méme &a s’in- 
verser, celle des extenseurs devenant plus longue que celle 
des fléchisseurs. 

Les animaux soumis aux opérations qu’exige 1’établisse- 
ment de ces ‘mesures se fatiguent trés vite et il arrive un 
moment ot il devient impossible de mettre en jeu les exten- 
seurs ; quel que soit le point d’application de la cathode, on 
ne provoque qu’une réaction en flexion. 

La diminution de la rhéobase, concomitante 4 une élévation 
de la chronaxie, indique un état irritatif qu’explique largement 
la présence des énormes lésions observées par nous dans les 
méninges. 

La fatigue de nos animaux, apres les diverses opérations 
auxquelles on les a soumis, s’est manifestée aussi par un 
affaissement rapide de ]’état général faisant pressentir une fin 
prochaine. Il nous a fallu les sacrifier pour assurer un état 
convenable des piéces d’autopsies qui eussent été rapidement 
altérées si la mort était survenue en notre absence. L’cedéme 
cérébral dont nous avons constaté la présence et qui altérait 


, 
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la constitution méme de la cellule, justifiait amplement nos 
craintes. 


Résumé et conclusions. 


1° Les rats supportent une injection de bacilles de Stelansky 
dans la cavité cranienne. Certains méme survivent & une ino- 
culation intracérébrale. 

2° L’infection se manifeste rapidement par un envahisse- 
ment microbien qui augmente d’intensité avec l’ancienneté 
de Vinoculation et atteint toutes les méninges, mais en parti- 
culier la dure-mére. Les cellules lépreuses pénctrent avec la 
pie-mére dans les replis du cerveau et du cervelet, se répan- 
dent de facon erratique dans le cortex, s’étendent au plexus 
choroide et méme jusqu’a |’épendyme ventriculaire. 

3° Dans tous les cas on observe une infection considérable 
des méninges du nerf optique jusqu’a |’épanouissement de 
celui-ci dans la rétine. 

4° Inversement, l’infection par |’oeil s’étend, mais avec 
moins d’intensité, aux méninges cérébrales. 

3° Quand linjection a déposé le virus dans la matiére céré- 
brale, il se produit un appel considérable d’histiocytes for- 
mant sur tout le trajet de l’aiguille une série de lépromes qui 
écartent et compriment la substance nerveuse. 

6° L’infection se répand par la voie lymphatico-sanguine. 
On voit parfois quelques cellules endothéliales des vaisseaux 
contenant des germes, mais les cellules lépreuses s’accumulent 
dans la zone périvasculaire ot. elles forment de véritables 
lépromes. Le vaisseau se trouve encerclé, comprimé, parfois 
méme obturé par importance qu’a prise la périvascularite 
lépreuse. 

7° C’est au voisinage des régions infectées que se dévelop- 
pent ces périvascularites, que l’infection soit intracérébrale ou 
méningée. Le phénoméne est surtout marqué dans les lobes 
olfactifs. 

8° Chez deux de nos rats les plus malades, les cellules 
de la microglie échappées des périvascularites suivant le pro- 
cessus décrit par Ivan Bertrand, prennent la place de la sub- 
stance cérébrale et forment un réseau de cellules étoilées rem- 
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plies de germes. Ces formations ont été rencontrées dans le 
lobe frontal droit et le lobe occipital gauche. 

9° Les deux derniers rats sacrifiés dans un état voisin de la 
mort présentaient un cedéme cérébral trés marqué, altérant 
méme les cellules nerveuses. 

10° Dans le cervelet, la couche moléculaire est parfois 
‘détruite en tout ou en partie, les cellules de Purkinje perdent 
leurs prolongements, s’arrondissent et se détachent de la zone 
des grains. 

11° Les périvascularites lépreuses se rencontrent abondam- 
ment dans le bulbe. 

12° La moelle est infectée de trés bonne heure dans toute 
‘son étendue. Les méninges se montrent 1a encore les plus 
-atteintes, mais les bacilles s’infiltrent et se multiplient dans 
les racines postérieures, les ganglions spinaux et jusqu’aux 
racines de la queue de cheval. 

13° On observe aussi une infection du canal épendymaire 
avec émigration d’histiocytes chargés de germes dans les zones 
avoisinantes de la moelle. 

14° Les bacilles gagnent le sciatique ott on les trouve sur- 
tout dans la gaine de Henle, mais aussi dans l’endonévre. On 
observe une énorme infection des ganghons lymphatiques scia- 
tiques et poplités qui se trouvent appliqués sur le nerf. 

15° Chose curieuse dans les racines et les nerfs, des groupes 
bacillaires se rencontrent dans certaines cellules de la gaine 
‘de Schwann. Ils se réunissent & un pdle du noyau qu’ils coif- 
fent comme la flamme une bougie. 

16° En somme, le tissu nerveux proprement dit oppose une 
résistance manifeste a l’infection lépreuse. Il n’est lésé que 
par compression des cellules adventices réunies en nodules. 
Mais les germes ne pénéetrent qu’exceptionnellement dans les 
‘cellules nerveuses. Nous n’en avons trouvé, comme Lie dans 
la lépre humaine, que dans de trés rares neurones des gan- 
glions spinaux sans ¢tre stirs, en ce qui nous concerne, qu’ils 
n’y ont pas été portés artificiellement par le rasoir. 

17° En l’absence de manifestations Iésionnelles du systéme 
nerveux nous avons cherché dans la chronaxie un moyen de 
nous éclairer. L’expérience indique chez les rats trés infectés 
un état irritatif du systéme nerveux d’origine méningitique. 
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18° Les opérations nécessitées par cette mesure ont tellement 
fatigué les rats que leur état général en a été fortement 
‘compromis. A l’autopsie, cette fatigue s’explique par la pré- 
sence d’un cedéme cérébral trés accentué que examen micro- 
scopique nous a permis de constater. 
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ESSAIS DE SENSIBILISATION DU COBAYE 
PAR LES CONSTITUANTS 
ORGANIQUES DU BACILLE DE KOCH 


par A. BOQUET, G. SANDOR et W. SCHAEFER, 


(Institut Pasteur, laboratoire de recherches sur la tuberculose.) 


Le probléme de l’hypersensibilité dans la tuberculose doit 
sa complexité a cette circonstance que nul n’a réussi, jusqu’a 
présent, & produire, au moyen de la tuberculine, la réactivité 
tissulaire ou thermique que cette substance révéle, presque 
sans délaillance, chez homme et chez certains animaux, 
méme quand ils sont contaminés de la facon la plus bénigne 
ou lorsqu’ils ont été soumis 4 des inoculations de bacilies 
morts. 

Du fait que la tuberculine se comporte ainsi in vivo comine 
une sorte d’hapténe dépourvu de toute propriété préparante, 
mais doué de propriétés réactionnelles trés accentuées, la 
question se posait de savoir s'il est possible d’extraire du 
bacille de Koch, facteur essentiel de l’allergie tuberculinique, 
de véritables antigénes susceptibles de créer, & eux seuls, un 
état d’hypersensibilité comparable & celui que l’on observe 
chez les tuberculeux, et décelable par les mémes épreuves. 

L’exemple de l’anaphylaxie inclinait, en effet, & supposer 
que l’allergie des tuberculeux résulte d’une imprégnation de 
lorganisme par des substances protéidiques bacillaires, libé- 
rées dans les foyers depuis le début de V’infection. En raison 
du caractére continu et progressif de cette imprégnation anti- 
génique, de sa lenteur et de sa durée, de la formation d’un 
tissu pathologique spécial autour des bacilles, il semblait 
logique d’admettre que la sensibilité ainsi produite pouvait 
différer, dans ses manifestations, de la sensibilité anaphy- 
lactique habituelle : développement plus tardif des réactions 
locales, avec tendance plus marquée aux phénoménes hémor- 
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ragiques secondaires et a la nécrose ; absence de choc immé- 
diat lors d’une épreuve massive, mais intoxication graduelie, 
débutant par une fiéyre élevée et s’achevant dans Il’hypother- 
mie. 

Quelque plausible qu’apparaisse cette conception, aucune 
expérience n’a pourtant confirmé qu'elle traduisait exacte- 
ment le mécanisme physiologique de lallergie tuberculinique. 
De sorte que, depuis les travaux déja anciens de E. R. Bald- 
win, Allen Krause, H. Zinsser et les importantes recherches 
de Florence B. Seibert sur ce point, le champ reste ouvert aux 
hypothéses et aux discussions. 

Si les résultats exposés dans ce mémoire ne nous autorisent 
pas a présenter des conclusions définitives — ce qui serait 
fort présomptueux, d’ailleurs, étant donnée lV’ampleur du 
sujet —, ils nous permettent néanmoins de préciser certains 
aspects de l’hypersensibilité dans la tuberculose et d’envisager 
avec un peu plus d’assurance les voies et les moyens expéri- 
mentaux que nous nous proposons d’utiliser pour en mieux 
connattre le déterminisme. 


I. — Essais de sensibilisation par les protéides des filtrats 
de cultures et par les protéides bacillaires. 


Nos expériences, poursuivies pendant plusieurs années, ont 
porté sur un grand nombre de préparations protéidiques dif- 
férentes, qui furent toutes obtenues a partir de cultures de la 
souche bovine Vallée agées de six a huit semaines. 

Chacune de ces préparations fut injectée une ou plusieurs 
fois, tous les trois ou quatre jours, a des lots de 7 ou 14 
cobayes de pelage blanc et d’un poids minimum de 450 a 
300 grammes. Ces injections ont été faites par voie périto- 
néale, dermique ou, le plus souvent, sous-cutanée. Les doses 
administrées variaient de 0 milligr. 2 4 30 milligrammes de 
produtt sec, ce qui correspond approximativement au poids des. 
protéides contenus dans des volumes de sérum compris entre 
Oc? CPOOD er. OEE Bs 

Le septiéme jour aprés la dernidre injection, puis chaque 
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Semaine ou chaque quinzaine, pendant au minimum deux 
mois, les animaux ainsi préparés furent éprouvés, d’un coté 
par une injection intradermique de 0 c.c. 4 de tuberculine 
brute, diluée au dixiéme dans de l’eau physiologique, et de 
Vautre cété par une injection intradermique d’une dilution a 
3 ou a5 p. 1.000 soit de tuberculine phosphotungstique dont 
il sera question plus loin, soit de précipité protéidique obtenu 
en traitant des filtrats de culture par du sulfate d’ammonium a 
saturation, soit enfin de protéides extraits des corps bacil- 
laires. 

Les réactions locales produites par ces diverses substances 
sur les cobayes sensibilisés et sur des cobayes neutfs, témoins, 
ont été examinées a partir de la premiére heure, jusqu’a la 
quarante-huitiéme. 


A. — Essais DE SENSIBILISATION AVEC LES FILTRATS COMPLETS DE 
MILIEUX DE CULTURES (Tableau I). 


Dans nos premiers esSais, nous avons injecté, par voie péri- 
tonéale, des cultures en bouillon glycériné ou en milieu syn- 
thétique de Sauton filtrées d’abord sur papier, puis sur filtre 
bactériologique de Seitz ou sur bougie Chamberland L2. 


Tasieav I. 


RESULTATS DES EPREUVES D HYPERSENSIBILITE 
avec 
NOMBRE ET VOIE 


INJECTEES 


NUMEROS 
des expériences 
en 
centimétres cubes 


des injections protéides des cultures 
tuberculine ou tuberculine 
phosphotungstique 


DOSES 


I {5 intrapéritonéales (filtrats Infiltration cedémateuse|Forte réaction hémor- 
de bouillon de cul- précoce dans quel-| ragique précoce. 
tures). ques cas. 

II |5 intrapéritonéales (filtrats} 40 0 
de cultures en mi- 
lieu de Sauton). 

Ill |5 sous-cutanées (filtrats} 40 {Infiltration cedémateuse 
de cultures en mi- précoce dans quel- 
lieu de Sauton). ques cas. 
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B. — EssAalIs DE SENSIBILISATION AVEC LES PROTEIDES DES CULTURES 


EN MILIEU DE SAUTON PRECIPITES PAR L’ ACIDE TRICHLORACETIQUE 
(Tableau I). 


Le précipité trichloracétique a été préparé comme il suit : 


On ajoute 100 grammes d’acide trichloracélique 4 1 litre de filtrat de 
culture en bouillon glycériné ou en milieu de Sauton ; il se forme un 
précipité abondant qu’on redissout dans de ]’eau distillée neutre et que 
l’on précipite de nouveau par de l’acide trichloracétique 4 10 p. 100. Cette 
opération est répétée trois fois de suite. Finalement on dissout le préci- 
pité dans de l’eau distillée additionnée de soude diluée, dans des pro- 
portions telles que 1 c. c. de solution contienne 1 milligr. 4 ou 
1 milligr. 5 d’azote, ce qui correspond approximativement 4 10 milli- 
grammes de protéides par centimétre cube. 


TABLEAU II. 


RESULTATS DES EPREUVES D’IYPERSENSIBILITE 
avec 
NOMBRE ET YVOIE 


NUMEROS 
des expériences 


des injections protéides des cultures 


tuberculine ou tuberculine 
phosphotungstique 


DOSES INJECTEES 


1 sous-cutanée. 0 Epaississement de la peau 

avec nécrose centrale. 

1 sous-cutanée. Epaississement avec|Epaississement avec né- 

nécrose centrale. crose centrale. 

4 sous-cutanée. | 5 Epaississement avec) Epaississement avec né- 

nécrose centrale. crose centrale. 

4 sous-cutanées. Epaississement avec|Forte réaction hémorra- 
nécrose centrale. gique précoce. 

5 sous-cutanées. 0 Forte réaction hémorra- 

gique précoce. 

6 sous-cutanées. 0 Forte réaction hémorra- 

gique précoce. 


6 sous-cutanées. 0 


C. — Essais DE SENSIBILISATION AVEC LES PROTEIDES DES CULTURES 
EN MILIEU DE SAUTON PRECIPITES PAR LE SULFATE D’ AMMONIUM 
(Tableau II). 


On dissout 600 grammes de sulfate d’ammonium pur dans 1 litre de 
filtrat et, vingt-quatre heures plus tard, on centrifuge et on recueille 
le précipité. Ce précipité, dissous dans de l’eau distillée & la neutralité, 
est dialysé pendant quarante-huit heures contre de l’eau courante ; 
apres avoir éliminé une fraction des protéides floculés, on évapore la 
solution dans le vide sulfurique. 
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NUMEROS 
des expériences 


NOMBRE ET VOIE 


des injections 


DOSES INJECTEES 


4 sous-cutanée. 
6 sous-cutanées. 
5 sous-cutanées. 
6 sous-cutanées. 
5  intrapérilonéales. 


6 intradermiques. 


en 
milligrammes 


TABLEAU III. 
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RESULTATS DES EPREUVES D’HYPERSENSIRILITE 
avec 


tuberculine 


Epaississement avec point 
de nécrose centrale. 


protéides 
des milieux de cultures 


Forte réaction hémor- 
ragique précoce. 
Forte réaction hémor- 
ragique précoce. 
Forte réaction hémor- 
ragique précoce. 
Forte réaction hémor- 
ragique précoce. 
Forte réaction hémor- 
ragique précoce. 


Forte réaction hémor- 
ragique précoce. 


Pour l’emploi, le résidu sec est pulvérisé et dissous 4 des concentra- 
tions variables dans de l’eau physiologique phéniquée a 5 p. 1.000. 


D. — Essals DE SENSIBILISATION AVEC LA TUBERCULINE 
PHOSPHOTUNGSTIQUE (Tableau IV). 


Le produit que nous désignons sous le nom de tuberculine 
phosphotungstique est un mélange de protéides et de protéoses 


NUMEROS 
des expériences 


XX 
XXI 
XXII 
XXII 
XXIV 


XXV 
XXVI 


NOMBRE ET VOIE 


des injections 


1 intradermique. 
4 sous-cutanée. 
4 sous-cutanée. 
6 sous-cutanées. 


sous-cutanées. 


4 
6 


sous-cutanées. 


7 sous-cutanées. 
8 sous-cutanées. 


40 sous-cutanées. 
140 sous-cutanées. 


DOSES INJECTEES 


en 
milligrammes 


TasleAu IV. 


tuberculine 


Annales de UInstilut Pasteur, t. 59, n° 6, 1937. 


RESULTATS DES EPREUVES D’HYPX“RSENSIBILITE 


avec 


protéides 
des milieux de cultures 


Epaississement. 

Réaction hémorragique tar- 
dive. 

Forte réaction hémor- 
ragique précoce. 

Forte réaction hémor- 
ragique précoce. 

Forte réaction hémor- 
ragique précoce. 
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d’origine bacillaire que l’on prépare de la maniére suivante : 


Des cultures de bacilles humains ou bovins en milieu synthétique de 
Sauton sont stérilisées par filtration sur filtre bactériologique ; on dis- 
sout 30 grammes d’acide phosphotungstique par litre de filtrat et on 
ajoute 15 cent. cubes d’acide sulfurique pur. Un précipité se forme, 
que l’on sépare par centrifugation. On lave ce précipité avec de 1’acide 
sulfurique dilué, on le neutralise avec une solution saturée de baryte 
hydratée pure et on agite pour éluer la tuberculine adsorbée par le 
précipité. En dernier lieu, on filtre sur bougie Chamberland L2 les eaux 
de lavage et 1’éluat réunis. 

Les protéoses tuberculiniques ainsi précipitées, puis desséchées, con- 
tiennent 16 p. 100 d’azote et 17 p. 100 de substances lipoidiques dont 
la composition ne semble pas différer de celle des substances lipoidiques 
directement extraites des corps bacillaires. 


E. — Essais DE SENSIBILISATION AVEC LES PROTEIDES 
DES CORPS BACILLATRES (Tableau V). 


Des bacilles vivants, séparés par filtration sur papier, sont déshydratés 
par l’alcool 4 96°, puis traités par l’alcool absolu et par 1’éther anhydre 
et desséchés dans le vide en présence d’anhydride phosphorique. Les 
protéides extraits des résidus bacillaires au moyen d’une solution de 
phosphate disodique pur a 1 p. 100 sont dialysés et desséchés dans le 
vide sulfurique. 

TABLEAU V 


RESULTATS DES EPREUVES D’HYPERSENSIBILITE 


NOMBRE ET VOIE pee 


des injections 


protéides protéides 


t j 3% 
uberculine des milieux de culture des corps bacillaires 


n 
o 
2 
m5 
oS 
es 
mq OD 
Sih 
Oo 
Zz 
NM 
oO 
=) 


DOSES INJECTEES 
en 
milligrammes 


a 
er ccc fh 


XXVII sous-cutanées. 0 
XXVIII |5 sous-cutanées. 2 |0 ou léger épais- Forte réaction hémor- 
aon sissement. ragique précoce. 
XIX |5 sous-cutanées. Epaississement | Forte réaction hémor- 
ragique précoce. 


CARACTERES DES REACTIONS PRODUITES PAR LES PROTEIDES 
CHEZ LES COBAYES PREPARES. 


Des la deuxiéme ou la troisisme épreuve dermique, la plu- 
part des cobayes de ces cing séries d’expériences ont nette- 
ment réagi aux protéides bacillaires des milieux de culture ou 
aux protéides extraits des corps bacillaires eux-mémes, mais 
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aucun n’a répondu d’une facon évidente aux injections intra- 
cutanées de tuberculine. 

Les réactions ainsi produites par les protéides des filtrats 
different, dans leur aspect et leur évolution, des réactions 
tuberculiniques telles qu’on les obtient habituellement chez 
les cobayes tuberculeux ou chez les cobayes préparés par 
Vinoculation d’une forte dose de bacilles de Koch morts. 

Contrairement aux réactions tuberculiniques, qui ne devien- 
nent nettement apparentes que vers la sixiéme ou la huitiéme 
heure aprés l’injection révélatrice, les réactions aux protéides 
débutent deux heures, une heure, parfois méme trente minutes 
ou quinze minutes aprés l’épreuve déchainante. Elles con- 
sistent alors en un large placard cedémateux, mou et diffus, 
blanc ou rosé, au centre duquel se dessine, presque d’emblée, 
une tache circulaire, purpurique, rouge sombre ou violacée, 
de 8 4 12 millimétres de diamétre. 

Dans les heures qui suivent, cette infiltration de la peau 
augmente d’intensité et d’étendue, puis elle diminue et se 
condense : a partir de Ja dix-huitiéme heure ou de la vingt- 
quatriéme, elle fait place & un épaississement dont la partie 
centrale est marquée par une ecchymose foncée ou par une 
zone de nécrose superficielle. Si on ne les observait qu’a ce 
moment de leur évolution, les réactions d’hypersensibilité 
produites par les protéides pourraient étre confondues avec 
une réaction tuberculinique. 

De Ja vingt-quatriéme 4 Ja quarante-huitiéme heure, 1|’in- 
flammation de la peau s’atténue rapidement ; l’induration 
s’efface, le tégument reprend son épaisseur et sa souplesse 
habituelles et, le troisitme jour ou le quatriéme aprés 
l’épreuve, la réaction dont il a été le siége ne se traduit plus 
que par une légére desquamation superficielle ou par une 
mince crotite adhérente. 

Chez les cobayes neufs témoins, auxquels on injecte la 
méme dose de protéides par voie dermique, on constate éga- 
lement l’apparition précoce d’un cedéme local et d’une tache 
hémorragique qui témoignent des propriétés irritantes de ces 
substances. Mais cette réaction inflammatoire banale s’affai- 
blit au bout de quelques heures, et elle ne revét jamais I’in- 
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tensité des réactions observées chez les animaux préparés. 

L’hypersensibilité cutanée anaphylactique, ainsi conférée 
par les protéides, s’accompagne d’une sensibilité générale de 
méme type, d’autant plus accentuée que les injections prépa- 
rantes ont été plus nombreuses ou plus massives et que les 
produits injectés sont moins dénaturés (1). Elle diminue gra- 
duellement avec le temps : aprés deux ou trois mois, il est 
souvent impossible de la mettre en évidence au moyen des 
réactions locales ; par contre, la sensibilité générale semble 
persister plus longtemps. 

Voici ce que l’on observe chez les cobayes sensibilisés par 
6 injections sous-cutanées de 15 milligrammes de tuberculine 
phosphotungstique, lors de l’épreuve intraveineuse (veine 
saphéne) effectuée dix-sept jours aprés la derniére injection 
préparante (tableau VI). 


TaBLeAu VI. 


QUANTITE 
NUMEROS de tuberculine 
phosphotungstique 
des expériences injectée par voie veineuse 
en milligrammes 


RESULTATS DE L’KPREUVE 


XXX E Choc anaphylactique immédiat, 
mortel. 

XXXI ! Choc anaphylactique immeédiat, 
mortel. 

XXXII Choc anaphylactique prolongé, 
net, mais non suivi de mort. 
XXXIII P Choc anaphylactique trés léger. 


Les cobayes neufs supportent sans incidents jusqu’a 20 mil- 
ligrammes du méme protéide également injecté par voie vei- 
neuse. Les cobayes tuberculeux ne manifestent pas de 
véritable sensibilité anaphylactique générale, méme lorsque 
les lésions dont ils sont atteints sont largement étendues a 
tous les organes ; mais si la dose d’épreuve est suffisante, ils 
succombent en moins de quinze heures en présentant les 
signes habituels de l’intoxication tuberculinique. 


(1) C'est ainsi que de toutes nos préparations protéidiques, le préci- 
pilé trichloracétique, dont la dénaturation est la plus forte, s’est montré 
le moins apte a conférer la sensibilité anaphylactique au cobaye. 
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TaBLeau VII. 


DOSES 
de protéides 
injectées 
par vole veineuse 
en 
milligrammes 


NUMEROS 
ed RESULTATS DE L’EPREUVE 
des exp¢riences 


ee 


15 Léger choc immédiat. Mort en moins de douze 
heures. A l’autopsie : tuberculose généra- 


lisée, lésions congestives et hémorragiques 
habituelles de l intoxication tuberculinique. 
Léger choc immédiat. Mort en moins de douze 
heures. A Pautopsie : tuberculose généra- 
lisée, lésions congestives et hémorragiques 
habituelles de intoxication tuberculinique. 
XXXV1 5 Léger choc immédiat. Mort en moins de douze 
heures. A l’autopsie : tuberculose généra- 
lisée, lésions congestives et hémorragiques 
habituelles de Vintoxication tuberculinique. 


Chez un petit nombre de cobayes tuberculeux, trés sensi- 
bles a la tuberculine, l’injection intradermique de protéides 
bacillaires est suivie d’une réaction hémorragique précoce. 
Cette sensibilité anaphylactique de la peau est d’autant plus 
vive que la dose de bacilles inoculés a été plus élevée ; elle 
s’établit d’ailleurs avec la méme netteté lorsque les germes 
préparants sont peu pathogénes, comme le bacille R, de 
Trudeau. 

D’autre part, on met aisément en évidence les deux types 
de réactions d’hypersensibilité du tégument chez les cobayes 
auxquels on injecte des protéides bacillaires et que l’on 
infecte en méme temps ou quelques jours aprés, en leur ino- 
culant des bacilles virulents. Si, trois ou quatre semaines 
plus tard, on éprouve ces animaux par voie dermique, d’un 
cété avec de la tuberculine et de l’autre cété avec des protéides 
bacillaires, on obtient, sur la plupart d’entre eux, de trés 
belles réactions tardives, de type allergique et des réactions 
hémorragiques précoces, de type anaphylactique. 

‘Tl convient de noter enfin que si les cobayes tuberculeux 
réagissent encore par une papule nette & l’injection de doses 
infimes de tuberculine brute dans la peau (0 c. c. 1 d’une solu- 
tion 4 4 pour 10.000, par exemple), les cobayes neuls, rendus 
anaphylactiques par des injections de protéides bacillaires, 
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cessent de répondre a l’épreuve homologue dés que la concen- 
tration de ces mémes substances injectées dans le derme est 


x 


abaissée & un taux correspondant & une solution de tuber- 
culine brute au dixiéme. 

En ce qui concerne leurs effets sensibilisants et leurs pro- 
priétés réactionnelles, les protéides extraits des corps bacil- 
laires se comportent comme les protéides des milieux de cul- 
ture. D’autre part, les cobayes préparés avec l’un ou l'autre 
des protéides réagissent également aux autres ; toutefois, il 
semble que les réactions aux substances homologues soient 
plus fortes et plus nettes. . 

L’activité tuberculinique des protéides ne modifie en rien 
leurs propriétés préparantes et déchainantes : les caractéres 
anaphylactiques et la spécificité de la sensibilité, aspect et 
Vintensité des réactions locales, obtenues chez les animaux 


hypersensibles, sont identiques, quelle que soit la teneur des 
protéides en tuberculine. 


lI. — Essais de sensibilisation avec les extraits lipoidiques 
et avec l’antigéne bacillaire reconstitué 
(Tableaux VII a4 XII). 


Au premier abord, il semble tout 4 fait improbable que les 
substances lipoidiques bacillaires, soient susceptibles d’en- 
gendrer une hypersensibilité d’un type quelconque, anaphy- 
lactique ou allergique. Mais le fait que la tuberculine, comme 
nous l’avons antérieurement démontré (2), est adsorbée par 
Jes constituants du bacille de Koch solubles dans J’alcool et 
insolubles dans l’acétone, posait la question de savoir si le 
complexe ainsi formé acquiert des caractéres particuliers dont 
les effets se traduiraient, chez Vanimal, par Ja production 
d’une véritable sensibilité allergique, y compris la réactivité 
& la tuberculine. Nous avons essayé, d’autre part, de recons- 
tituer en quelque sorte la composition des corps microbiens 
par l’addition d’extraits lipoidiques a des protéides associés 


(2) C. R. Soc. de Biologie, 446, 1934, p. 958. 
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Essals DE SENSIBILISATION AVEC L’ EXTRAIT ALCOOLIQUE 
DE BACILLES VIVANTS CONTENANT DE LA TUBERCULINE. 


TasieAu VILL. 


RESULTATS DES EPREUVES D’HYPERSENSIBILITE 


avec 
NOMBRE ET VOIE 


des injections 
protéides 


tuberculine er 
des corps bacillaires 


en milligrammes 


n 
oO 
= 
So 8 
oo 2) 
= 2 
=) tal 
Zz oO 
n 
oS 


QUANTITES INJECTEES 


XXXVII |5 sous-cutanées.| 40 0 Epaississement tardif avec 
tache rouge centrale. 


XXXVIII |6 sous-cutanées.] 10 /Tardivement, pa- 
pule nette. 


EssAIS DE SENSIBILISATION AVEC UN MELANGE D’ EXTRAIT ALCOOLIQUE 
ET D EXTRAIT ETHERE DE BACILLES VIVANTS 
CONTENANT DE LA TUBERCULINE. 


TaBLeau IX. 


Seen RESULTATS 
ee des épreuves dhypersensibilité 


prices avec la tuberculine 
milligrammes 


NUMEROS _— | NOMBRE ET VOIE 
des 
expériences des injections 


5 sous-cutanées. 40 Papule. 
4 sous-cutanées. 35 Réaction purpurique précoce 
et papule. 


a des polysaccharides et nous avons cherché a sensibiliser des 
cobayes avec ce complexe. 


Les différentes préparations lipoidiques dont nous nous sommes 
servis furent obtenues en traitant par l’acétone anhydre, des bacilles 
de Koch déshydratés au préalable par l’alcool absolu a la température 
de — 10°. Elles étaient ensuite filtrées sur papier et sur filtre bactério- 
logique de Seitz, concentrées et remises en émulsion dans une quantité 
déterminée d’eau physiologique phéniquée a 5 p. 1.000. 


Tels quels, les extraits bruts alcooliques et éthérés renfer- 
ment des quantités importantes de tuberculine. Pour les 
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EssaIS DE SENSIBILISATION AVEC UN MELANGE DE PROTEIDES 
TUBERCULINIQUES, DE POLYSACCHARIDES ET D EXTRAIT LIPOIDIQUE 
DE BACILLES VIVANTS. 


TABLEAU X. 


RESULTATS 
QUANTITES des épreuves d’hypersensibilité 
NOMBRE ET VOIE Ve. avec 

injectées 
des injections 


2 
ao 
Ze 
eos 
Shire 
Po 
Am 
o 
c=) 


en milligrammes protéides 


tuberculne des corps bacillaires 


A 
cg 


1 sous-cutanée.|1 d’extrait lipoidique) Papule rouge/ Réaction hémorra- 
+10 de protéides} tardive. gique précoce. 
et de polysaccharides. 


débarrasser de toute trace de cette substance, il faut les éva- 
porer et les dessécher complétement, puis les reprendre par 
la benzine et par l’éther, et répéter trois fois cette opération. 
Les extraits acétoniques obtenus a partir de bacilles non sté- 
rilisés par la chaleur, ne contiennent, par contre, aucune 


trace de tuberculine. 
TasBLeAu XI. 


RESULTATS DES EPREUVES 
d’hypersensibilité 


NOMBRE ET VOIE QUANTITES INJECTEES Ave? 


NUMERO 


de l'expérience 


des injections en milligrammes 
protéides 

tuberculine des milieux 
de culture 


5 sous-cutanées.|5 de protéides dans 6 cent. Réaction hémorragique 
cubes d’antigéne méthylique. précoce. 


Tous ces animaux ont plus ou moins réagi a la tuberculine. 
Mais, avant de conclure a l’efficacité préparante du complexe 
substances lipoidiques + protéides et tuberculine adsorbée, il 
convenait de démontrer que les cobayes préparés avec 
les mémes substances totalement privées de tuberculine 
nacquiérent aucune hypersensibilité (Tableau XII). 
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EssAIs DE SENSIBILISATION AVEC UN MELANGE D EXTRAIT ALCOOLIQUE 
ET D’EXTRAIT ETHERE DE BACILLES VIVANTS 
PRIVES DE TUBERCULINE. 


TasLeEAu XIL. 


QUANTITES 
injectées 
en 
milligrammes 


NUMEROS NOMBRE ET VOIE 
des 
expériences des injections 


RESULTATS 
des ¢preuves d’hypersensibilité 
avec la tuberculine 


ees 


XLII 5 sous-cutanées. 10 Gros épaississement papuleux. 
XLI1V 3 sous-cutanées. 20 Gros épaississement papuleux. 


Par ailleurs, des lots de cobayes traités par 4 ou 5 injections 
d’extrait acétonique de bacilles vivants [1 centigramme de 
corps bacillaires par centimétre cube d’acétone (3)] ne conte- 
nant pas de tuberculine, ont également réagi a la tuberculine 
dans la suite, quoique faiblement. 

La présence de bacilles acido-résistants dans les ganglions 
de tous ces animaux au voisinage du lieu des injections nous 
donne a penser que leur sensibilité & la tuberculine était due, 
en réalité, & des corps microbiens. Des constatations analogues 
avaient déja été faites, en 1931, par Ch. Boissevain et 
Ryder (4), & propos de l’allergie conférée par les phospha- 
tides bacillaires d’Anderson. Réfutant Vhypothése émise par 
F. Sabin et ses collaborateurs (5), Ch. Boissevain et Ryder 
réussirent alors & démontrer que les bacilles tuberculeux peu- 
vent traverser les filtres bactériologiques quand ils sont en 
suspension dans |’éther ou dans l’alcool, alors que les bacilles 
en suspension dans l’eau ne franchissent pas les parois des 
bougies filtrantes. 


(3) L’acétone est éliminée par distillation et remplacée par une quan- 
tilé égale d’eau physiologique comme dans la préparation de l’antigene 
tuberculeux méthylique pour l’usage thérapeutique. 

(4) Amer. Rev. of Tuberc. 24, 1931, p. 70. 

(5) Journ. Exper. Med., 52, 1930, supplément n° 3. 
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Ill. — Essais de sensibilisation avec des protéides tuberculi- 
niques associés 4 des substances inflammatoires diverses. 


En derniére ressource, du moins pour Je moment, il nous 
restait & vérifier si la substitution de la sensibilité allergique 
a la sensibilité anaphylactique dans I|’infection tuberculeuse 
ou chez les animaux soumis & des injections de bacilles morts, 
résulte des modifications produites dans l’imprégnation anti- 
génique de l’organisme, consécutivement a l’édification d’un 
tissu inflammatoire autour des germes. 

Pour essayer de mettre en jeu des réactions cellulaires 
aigués, subaigués ou chroniques, capables de modifier la diffu- 
sion des antigénes bacillaires préparants, nous avons associé 
aux protéides tuberculiniques, des substances diverses : décoc- 
tion de mie de pain, terre d’infusoires, huile de paratfine, 
jaune d’ceuf, mélange d’huile d’olive et de lanoline selon la 
formule de G. Ramon. Enfin, nous avons utilisé, dans le méme 
dessein, des bacilles paratuberculeux de la fléole vivants, inca- 
pables, par eux-mémes, aux doses employées, d’engendrer 
chez le cobaye une sensibilité appréciable & la tuberculine. 


A. — PROTEIDES DES CULTURES ++ HUILE DE PARAFFINE 
(1 centimétre cube d’huile par dose). 


TABLEAU XIII. 


RESULTATS DES EPREUVES D’HYPERSENSIBILITE 


avec 


NOMBRE ET VOIE 


des injections 


NUMEROS 


tuberculine protéides bacillaires 


QUANTITES INJECTEES 
en miligrammes 


ns 
eaeeeaeRREREEEEEEEEEEEEEe oT 


2 sous-cutanées. Léger épaississement. 
1 sous-cufanée. 0 


Forte réaction hémor- 
ragique précoce. 

Forte réaction hémor- 
ragique précoce. 


4 sous-cutanée. 
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B. — Prorféines DES CULTURES+DECOCTION DE MIE DE PAIN. 


XLVUI. — Deux injections intrapéritonéales de 5 milliigrammes de 
protéides dans 5 cent. cubes de décoction de mie de pain. 
Résultats des intradermo-tuberculinations : €paississement parfois. 


assez prononcé. 


C. — ProrTémEs DES CULTURES+TERRE D’INFUSOIRES. 


XLIX. — Trois injections sous-cutanées de 15 milligrammes de pro- 
téides + 15 milligrammes de terre d’infusoires dans 1 cent. cube d’eau 
physiologique. 

Résultats des intradermo-luberculinations : papule assez nelte sur 
1 cobaye (sur 4 survivants) ; épaississement sur les autres. 


D. — PRoTEIES DES CULTURES+JAUNE D OEUF. 


L. — Une injection sous-cutanée de 15 milligrammes de protéides. 
incorporés 4 10 centigrammes de jaune d’ceuf dissous dans 2 cent. cubes 
d’eau physiologique. 

Résultats des intradermo-tuberculinations : Epaississement cedéma- 
teux assez prononcé. 


E. — ProrkmEs DES CULTURES+ALUN DE POTASSE. 


LI. — Une injection sous-cutanée de 25 milligrammes de protéides. 
dissous dans 1 cent. cube de solution d’alun de potasse 4 0,5 p. 100. 
Résultats des intradermo-tuberculinations : Aucune réaction. 


F. — PRoOTEWES DES CULTURES + CHLORURE DE CALCIUM. 


LII. — Une injection sous-culanée de 25 milligrammes de protéides. 
dissous dans 2 cent. cubes de solution de chlorure de calcium 4a 
0,5 p. 100. 


LIII. — Une injection sous-cutanée de 50 milligrammes de protéides. 
dissous dans 4 cent. cubes de la méme solution. 


LIV. — Une injection sous-cultanée de 75 milligrammes de protéides. 
dissous dans 6 cent. cubes de la méme solution. 
Résultals des intradermo-tuberculinations : Aucune réaction. 


G. — ANTIGENE METHYLIQUE CONCENTRE, 
EN SUSPENSION AQUEUSE + JAUNE D’OEUF. 


LV. — Une injection sous-cutanée de 6 cent. cubes d’antig¢ne méthy- 
lique additionné de 20 centigrammes de jaune d’ceuf. 
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Résullats des intradermo-tuberculinations : 1 cobaye sur 6 a présente 
une faible papule cedémateuse ; la réactivité de cet animal a persisté 
six semaines. 


H. — TuspeRCULINE BRUTE INCORPOREE AU MELANGE 
LANOLINE + HUILE DE G. Ramon. 


LVI. — Une injection sous-cutanée de 1 cent. cube de tuberculine 
brute incorporée 4 4 cent. cubes du mélange de G. Ramon. 
Résultats des intradermo-tuberculinations : Aucune réaction. 


1. — PROTEIDES DES CULTURES+ BACILLES DE LA FLEOLE VIVANTS. 


LVII. — Une injection sous-cutanée de 5 milligrammes de protéides 
dissous dans 1 cent. cube d’eau physiologique contenant 2 milligr. 5 
de bacilles de la fléole vivants. 

Cette injection a déterminé localement une vive réaction inflamma- 
toire, sous la forme d’une infiltration cedémateuse qui s’indura dans 
la suite, puis se résorba peu a peu. 

Résultats des intradermo-tuberculinations : Aucune réaction. 


LVIII. — Une injection sous-cutanée de 30 milligrammes de protéides 
dissous dans 1 cent. cube d’eau physiologique contenant 1 milligr, 25 
de bacilles de la fléole vivants. 

Résullats des intradermo-tuberculinations : Aucune réaction. 


LIX. —- Trois injections sous-cutanées de 5 milligrammes de protéides 
disscus dans 1 cent. cube d’eau physiologique contenant 5 milligram- 
mes ou 2 milligrammes de bacilles de Ja fléole vivants. 

Résultats des €preuves dermiques : 

a) & la tuberculine : 1 seul cobaye sur 6 survivants a présenté un 
épaississement papuleux. Les mémes résultats ont été obtenus chez des 
cobayes témoins qui avaient recu les mémes doses de bacilles de la fléole 
non associés a des protéides bacillaires. 

b) aux protéides bacillaires ; fortes réactions hémorragiques. 


CONCLUSIONS. 


Ces expériences concourent & montrer que les seuls effets 
apparents d'une imprégnation plus ou moins profonde de 
lorganisme par les protéides du bacille de Koch, consistent 
dans la production d’une sensibilité de type anaphylactique 
et non d'un état allergique comparable a celui que manifestent 
homme et les animaux atteints de tuberculose, ou simplement 
préparés par des injections de bacilles morts. 
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Elles n’apportent non plus aucun argument en faveur de 
Vhypothése d’aprés laquelle l’allergie & la tuberculine ne serait 
autre qu'une variante de l’anaphylaxie, résultant d’une moda- 
lité de la sensibilisation par les protéides bacillaires, sous |’in- 
fluence des réactions qui se produisent autour des germes ino- 
culés, qu’il s’agisse de bacilles virulents, de bacilles atténués 
ou de bacilles tués. 

On peut en inférer que l’allergie tuberculinique est liée & la 
diffusion d’un antigéne différent des substances protéidiques 
banales du bacille de Koch. L’échec de nos essais de sensibili- 
sation de type allergique par les protéides ou méme par I’anti- 
géne tuberculeux complet, obtenu en réassociant les consti- 
tuants organiques des corps microbiens ou des filtrats de cul- 
tures -—— alors que les bacilles tués par la chaleur ou par des 
réactifs chimiques gardent la propriété de sensibiliser le 
cobaye a la tuberculine —, résulterait alors de la trés grande 
labilité de cette substance préparante en dehors des corps bacil- 
Jaires. Cependant, l’antigéne dégradé par la perte de ses pro- 
priétés préparantes, conserve intactes toutes ses propriétés 
réactionnelles que révéle la tuberculine. 

Sans exclure l’idée que les réactions cellulaires locales, mises 
en jeu par le bacille de Koch, puissent modifier l’allure de la 
sensibilité conférée par l’antigéne hypothétique total, nous 
tendons 4 admettre que les caractéres particuliers des réac- 
tions allergiques tiennent surtout aux modifications subies 
par cette substance antigénique lors de sa transformation en 
hapténe, c’est-a-dire en principe tuberculinique. 


ANTICORPS TUBERCULEUX 
LIPO - POLYSACCHARIDIQUES 


par Kurt MEYER et Anpré PIC. 


{Laboratoire de la Fondation franco-américaine, Berck-Plage.) 


Lorsqu’en 1912 lun de nous (6! eut démontré qu’il faut 
distinguer dans les sérums tuberculeux des anticorps réagis- 
sant avec l’antigéne (1) lipidique, et des anticorps réagissant 
avec lTantigéne protéidique, il envisagea en méme temps 
l’existence d’anticorps lipo-protéidiques, réagissant avec cha- 
cun des deux antigénes. Reprenant ces recherches il y a deux 
ans, nous [42] avons conclu a la non-existence de ces derniers 
anticorps, car nous avions trouvé gue les anticorps fixés par 
lantigéne lipidique, puis mis en liberté par chauflage, ne 
réagissaient pas avec l’antigéne protéidique, et inversement. 

Cependant, ayant préparé récemment des liquides plus 
riches en anticorps, nous avons pu obtenir une réaction de 
fixation non seulement avec l’antigéne homologue, mais 
encore, quoique moins fortement, avec lantigéne hétérolo- 
gue. Cette observation fut le point de départ d’expériences 
que nous allons relater. 

Nous exposerons sliccessivement notre technique, les faits 
expérimentaux et lVinterprétation que nous leur donnons 
hypothése d'un anticorps bivalent lipo-polysaccharidique. 


TECHNIQUE. 


Nous avons utilisé des sérums de lapins préparés au moyen 
d’extraits aqueux de bacilles tuberculeux tués par la chaleur. 
Nous appelons ces sérums, qui réagissent aussi bien avec l’an- 
tigéne lipidique qu’avec l’antigéne protéidique, sérums com- 
plets. Pour certaines expériences nous nous sommes servis soit 


(1) Nous ne ferons pas dans cette étude de distinction entre‘« anti- 


gene » et « hapténe » et nous emploierons seulement 1’expression 
« antigéne ». 
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de sérums anti-lipidiques, préparés au moyen du lipide A3 
d’Anderson, soit de sérums anti-protéidiques, préparés au 
moyen des protéides de bacilles tuberculeux dégraissés (extrac- 
tion par la soude a puis précipitation par l’acide acétique). 
Nous avons isolé les anticorps de ces sérums en les fixant 
d@’abord sur l’un ou l'autre de ces antigénes. Pour réaliser 
cette fixation, nous avons donné (adoptant une méthode 
d’Alessandro et Sofia [4]) une forme corpusculaire aux anti- 
génes en les faisant adsorber par du kaolin. La récupération 
des anticorps ainsi fixés était assurée par chauflage du com- 
plexe kaolin +antigéne+anticorps pendant dix minutes, a 
56-60°, en eau physiologique (2). C’est le liquide obtenu aprés 
centrifugation et renfermant les anticorps isolés que nous 
appelons liquide de dissociation lipidique ou protéidique sui- 
vant l’antigéne qui se trouve a la base de la préparation. 


PREMIERS FAITS EXPERIMENTAUX. 


Nous avons traité deux quantités égales de sérum complet 
respectivement par des complexes kaolin+antigéne lipidi- 
que, et des complexes kaolin + antigéne protéidique. Les 
liquides de dissociation obtenus ont été titrés avec les deux 
antigénes. 

Le tableau I-nous montre (liquide de dissociation protéi- 
dique 4) que les anticorps isolés au moyen du premier complexe 
kaolin + protéide donnent une forte réaction avec l’antigéne 
lipidique (8). Cette réaction continue a se produire en dimi- 
nuant progressivement d’intensité, aprés passage du sérum 
déja traité sur de nouveaux complexes kaolin +antigéne 
protéidique (liquides de dissociation protéidiques 2, 3, 4, 5, 
6, 7). Il faut donc conclure que parmi les anticorps fixés par 
le protéide se trouvent des anticorps qui réagissent avec un 
antigéne différent : le lipide. 


(2) Nous renvoyons pour de plus amples détails sur cette technique 
d’isolement des anticorps 4 une étude parue dans ces Annales [42]. 

(3) Notons (nous reviendrons sur ce fait plus loin) que la réaction 
hétérologue est trés faible ou n’existe pas avec les liquides de disso- 
ciation lipidiques (liquide de dissociation lipidique 1, 2, 3). 
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Tasteau I. — 5 cent. cubes du sérum 52 au 4/5 ont été traités successivement 
par 3 complexes de 40 milligrammes de kaolin +1 cent. cube d’antigene 
lipidique au 4/10.000. Une quantité identique de sérum a été traitée de la 
méme maniére par 7 complexes de 40 milligrammes de kaolin + 14 ¢.c. 5 
d’antigéne protéidique au 1/5.000. Aprés un séjour de trente minutes 4 la gla- 
ciére, tous les complexes, lavés puis émulsionnés séparément dans 5 cent. 
cubes d’eau physiologique, ont été chauffés pendant dix minutes 4 60°. 
Titrage des liquides de dissociation avec l’antigéne lipidique a 1/30.000 
(0 c.c. 1) et lantigéne protéidique a 41/5.000 (0 c.c. 4). 


TITRAGE TITRAGE 
LIQUIDE DE DISSOCIATION avec l’antigéne lipoidique avec l’anligéne protéidique 


en centimétre cube 
0,05 | 0,02 5 | 0,65} 0,1 | 0,05 | 0,02 § 


Inipidiquesncn ws. i-pe| 1 ; c 
Lipidique n° 2 : : ; 
Lipidique n° 3 


Protéidique n° 
Proléidique n° 
Protéidique n° 
Protéidique n° 
Proteidique n° 
Protéidique n° 


pe 
Protéidique n° 


pe 


“ADE wh- 


0 c.c. 15 dalexine (sérum de cobaye au 1/20); séjour a l’étuve de soixante minutes; § 
0 c.c. 5 de globules de mouton a 3 p. 100, sensibilisés par une unilé et demie d’hémo- 
lysine; lecture du résultat aprés hémolyse des témoins. 

c, hémolyse compléte (100 p. 100); pc, hémolyse presque compléte (95 p. 100); i, hémo- 
lvse incompléte (75 p. 100); tr, trace d’hémolyse (50 p. 100); tr?, 30 p. 100; tr??, 20 p. 100; 
tr??2, 10 p. 100; 0, pas dhémolyse. 


A cette fixation devait, bien entendu, correspondre une 
diminution du taux des anticorps dans le sérum traité. Mais 
les conditions dans lesquelles était faite lexpérience précé- 
dente ne permettaient pas de le démontrer ; c’est que, en effet, 
pour obtenir un liquide de dissociation riche en anticorps, 
nous devions traiter les complexes kaolin+antigéne par un 
gros excédent de sérum. Dans ce cas la disparition de quelques 
unités d’anticorps, ne modifiant pas sensiblement l’activité 
du sérum, ne pouvait étre constatée. Aussi avons-nous utilisé 
dans une autre expérience une quantité de sérum dilué, qui 
ne contenait que 25 unités d’anticorps lipidiques environ (4). 


(4) Une quantité donnée de sérum contient une unité d’anticorps, 
si elle fixe une unité d’alexine (0 c. c. 15 de sérum de cobaye au 1/20) 
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Il fallait alors tenir compte du pouvoir absorbant non spéci- 
fique du kaolin qui ne peut donc étre employé comme vecteur 
d’antigéne, qu’en quantité limitée. Dans ces conditions on ne 
réussit pas a faire absorber la totalité des anticorps. Cepen- 
dant leur diminution peut aller, avec quelques sérums, jusqu’a 
80 p. 100, comme le montre le tableau II (5). 


Tasieau Il. — 3 cent. cubes de sérum 66 au 1/100 ont été soumis & 3 passages 
consécutifs sur 3 complexes de 10 milligrausmes de kaolin + 0 c.c. 5 d’anti- 
gene protéidique au 1/5.000. Une quantité égale a été traitée de la méme 
facon par du kaolin seul. Titrage des liquides avec l’antigéne lipidique a 
1/30.000 (0 c.c, 1). 


TITRAGE 
SERUM avec l’antigéne lipidique 
en centimétre cube 
0,25 0,1 0,05 0,02 0,01 
Sérum traité par kaolin + protéide ( tr i pe c 
Sérum traité par kaolin seul. ... . 0) ) 0 trNe7 i 
Sérum avant traitement. ...... ) 0) 0 9) tr-i 


Il existe toutefois des sérums pour lesquels cette diminution 
semble ne pas avoir lieu, bien que l’expérience de dissociation 
révéle l’existence des anticorps en question. On peut supposer, 
pour expligquer ce fait si particulier, que les anticorps de ces 
sérums ont une affinité si faible pour le protéide, que |’union 
entre antigéne et anticorps ne peut atteindre un degré mesu- 
rable qu’en présence d’un excédent d’anticorps. Or, lorsque 
nous utilisons, pour l’absorption, du sérum dilué, ces condi- 
tions ne sont pas réalisées comme dans l’expérience ou nous 
employons, en vue de la dissociation, des sérums concentrés. 


en présence de 0 c. c. 10 d’antigéne lipidique, ou d’antigéne protéi- 
dique. 

(5) Rappelons que l’un de nous [6] dans des recherches anciennes, 
a déja observé, sans pouvoir a |’époque en donner une explication, que 
les bacilles dégraissés absorbent en partie les anticorps lipidiques. De 
méme, dans un mémoire de Schaefer et Sandor [44] se trouve un 
tableau présentant ce méme phénoméne que les auteurs, cependant, 
ne discutent pas. 
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INTERPRETATION DES RESULTATS. 
HyporTuise bD'UN ANTICORPS BIVALENT. 


Il se dégage des faits précédents qu’il existe dans le sérum 
des anticorps qui, bien que fixés par LVantigéene protéidique, 
réagissent aussi avec Lantigéene lipidique. Il faut done admet- 
tre l’existence d’un anticorps bivalent, doué de deux affinités, 
lune pour le lipide, autre pour le protéide, et par consé- 
quent, se combinant avec les deux antigénes. 

Avant de tenir cette conclusion de nos expériences pour 
certaine, il fallait écarter quelques objections qui pouvaient 
étre soulevées. 

On pouvait en effet objecter, tout d’abord, que des traces 
du sérum traité avaient pu étre entrainées mécaniquement 
dans le liquide de dissociation, y apportant ainsi des anti- 
corps hétérologues. Mais s’il en était ainsi, le liquide de disso- 
ciation lipidique donnerait, aussi bien que le liquide de disso- 
ciation protéidique, une réaction de fixation hétérologue. Or, 
cela ne se produit pas. Faisons remarquer, en outre, que cette 
réaction est aussi accusée si l’on soumet les complexes 4 des 
lavages répétés avant Vopération de dissociation. 

On pouvait aussi incriminer le phénoméne de la fixation 
secondatre, décrit par Thomsen et Wormse /46]. Ces auteurs 
ont constaté qu’en traitant des globules humains du groupe A 
par des sérums anti-AB et en isolant par chauffage les -anti- 
corps fixés on obtient, non seulement une agglutination des 
globules A, mais aussi, bien que moins fortement, une aggiu- 
tination des globules B. Les agglutinines anti-A entrainent 
donc, lors de leur absorption par les globules A, des aggluti- 
nines anti-B. Différentes hypothéses ont été émises pour éclai- 
rer le déterminisme de ce phénoméne ; nous ne les discute- 
rons pas ici. 

Pour étre assurés qu'une fixation secondaire analogue ne 
se produisait pas dans nos expériences, nous avons remplacé 
le sérum tuberculeux complet par un mélange de sérum anti- 
hipidique et de sérum antiprotéidique (tableau IID). 

Dans ce cas nous trouvons bien une certaine activité hété- 
rologue des liquides de dissociation protéidiques, mais elle 
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‘Tasteau HI. — 5 cent. cubes d'un mélange par parties égales du sérum anti- 
lipidique n° 58 au 1/4 et du sérum antiprotéidique n° 67 au 41/4 ont été soumis 
a 2 passages successifs sur 2 complexes de 40 milligrammes de kaolin 
+0 c.c. 5 dantigéne lipidique au 1/10.000. Une quantité identique a été 
traitée de la méme facon par 2 complexes de 40 milligrammes de kaolin 
+ 0 c.c. 75 dantigéne protéidique au 1/5.000. Les liquides de dissociation, pré- 
parés de la méme maniére que ceux de l’expérienc= |, sont titrés au moyen 
de Vantigéne lipidique et de l’'antigéne protéidique. 


TT RAGE TITRAGE 
LIQUIDE DE DISSOCIATION avec lanligéne lipidique avee lantigéne protéidique 


en centimétre cube 


0,25 i 0,05 | 0,02 i 32 0,05 | 0,02 


Lipidique n° 4 
Lipidique n° 2 


Protéidique n° 4 
Protéidique n° 2 


est considérablement plus faible que dans notre premiére 
-expérience, maleré que la réaction homologue soit, elle, deux 
fois plus forte. La fixation secondaire ne nous parait donc 
pas pouvoir expliguer les faits que nous avons observés. 

On pouvait enfin supposer que les protéides utilisés pour 
l’absorption des anticorps contenaient des traces de lipide, 
-capables de fixer des anticorps lipidiques passant ensuite dans 
le liquide de dissociation. Mais, pour obtenir un liquide de dis- 
‘sociation lipidique aussi riche en anticorps que celui préparé 
avec 0c. c. 10 de protéide, dose employée pour nos expériences 
de dissociation, il faut prendre 0 c. c. 20 de lipide au 1/10.000 
-quantité parfaitement mise en évidence par la réaction de 
fixation, puisque 0 c. c. O41 de cet antigéne donne déja une 
réaction positive avec un sérum antilipidique. Or, notre anti- 
gene protéidique ne réagit pas avec ce dernier sérum. Par 
conséquent, son pouvoir fixateur ne peut étre di a sa teneur 
en lipide. 

Ces objections éliminées, nous avons essayé de fortifier 
notre hypothése en recherchant si notre anticorps se trouvant 
dans le liquide de dissociation protéidique pouvait étre 
absorbé aussi bien par l’antigéne lipidique que par l’antigéne 
protéidique, comme il faut s’y attendre s’il s’agit d’un anti- 


600 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


Tarsteau IV. — 2 c.c. 5 dun liquide de dissociation protéidique préparé en 
partant du sérum n° 66, additionné de 4 p. 100 de sérum de cobaye normal, ont 
été soumis & 2 passages successifs sur 2 complexes de 15 milligrammes de 
kaolin + 4 cent. cube d’antigéne lipidique au 1/10.000. Une quantité égale a 
été traitée de la méme maniére par 2 complexes de 15 milligrammes de kaolin 
+4 cent cube d’antigéne protéidique au 41/5.000. Titrage des liquides de dis- 
sociation au moyen de l’antigéne lipidique. 


TITRAGE 
LIQUIDE DE DISSOCIATION avec l’anligéne lipidique 


en centimélre cube 
0,25 0,1 0,05 


Liquide de dissociation traité par kaolin + lipide . . 
Liquide de dissociation traité par kaolin + protéide. 
Liquide de dissociation traité par kaolin seul. . . 
Liquide de dissociation avant traitement. . 


SoOoa0aQ 


corps bivalent. Mais, en réalisant ces expériences,, nous avons 
rencontré une complication imprévue : les anticorps isolés de 
leur milieu sérique sont trés facilement absorbés par Je kaolin 
seul (6). Aussi pour éviter que cette fixation non spécifique 
ne vienne fausser les résultats de nos expériences, il ett fallu 
utiliser des quantités minimes de kaolin ; mais celles-ci 
n’absorbent pas assez d’antigéne pour qu’on puisse obtenir une 
fixation spécifique suffisante. 

Nous avons réussi 4 tourner cette difficulté en ajoutant une 
petite quantité (4 p. 100) de sérum normal (7) de cobaye au 
liquide de dissociation, reconstituant ainsi le milieu sérique 
primitif (8). 

Utilisant ce procédé, nous avons traité le liquide de disso- 
ciation protéidique soit par des complexes kaolin + lipide, soit 


(6) 4 milligrammes de kaolin suffisent, en effet, pour absorber tota- 
lement deux unités d’anticorps. 

(7) Cette quantité de 4 p. 100 ne suffit pas en général pour supprimer 
complétement l’absorption non spécifique, mais on ne saurait la dépas- 
ser a cause du pouvoir anticomplémentaire du sérum de cobaye, d’ail- 
leurs moins fort que celui des sérums de lapin ou d’homme. 

(8) Nous pensons que cette action du sérum normal peut étre expli- 
quée de la facon suivante : alors que dans le liquide de dissociation 
les anticorps sont seuls exposés au pouvoir adsorbant du kaolin, dans 
le mélange liquide de dissociation+sérum normal, ce pouvoir s’exerce 
sur la totalité des protéides dont les anticorps spécifiques ne représen- 
tent qu’une partie minime. 
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par des complexes kaolin + protéide. Le tableau [V nous montre 
que le liquide de dissociation ne réagit plus avec le lipide, non 
seulement aprés l’absorption lipidique, mais encore aprés 
V'absorption protéidique ; son activité était donc due a des 
anticorps fixés également par les deux antigénes. 

Les résultats sont tout a fait différents si, comme contre- 
épreuve, on soumet & ces deux absorptions un mélange d’anti- 
corps isolés, lipidiques et protéidiques, préparés en partant 
d’un sérum antilipidique et d’un sérum antiprotéidique. Dans 
ce cas, nous obtenons une absorption rigoureusement spéci- 
fique ; les anticorps homologues disparaissent seuls, et la 
quantité d’anticorps hétérologues ne change pas (Tableau V). 


TasBLeau V. — Deux quantités identiques d’un mélange de liquide de dissociation 
lipidique préparé en partant du sérum antilipidiqne n° 58, et de liquide de 
dissociation protéidique préparé en partant du sérum antiprotéidique n° 67, 
additionnées de 4 p. 100 de sérum normal, ont été soumises a des absorptions 
dans les mémes conditions que les liquides du tableau lV. Titrage avec l’anti- 
géne lipidique. 


TITRAGE 
LIQUIDE DE DISSOCIATION avec l'antigéne lipidique 


en centimétre cube 
0,1 


Mélange traité par kaolin + lipide 
Mélange traité par kaolin + protéide 
Mélange traité par kaolin seul 
Melange avant traitement 


Le mélange d’anticorps et nos anticorps bivalents se com- 
portent donc tout a fait différemment. 


PROPRIETES DE L’ANTICORPS BIVALENT, 


Nous avons vu au début de cette étude que les liquides de 
dissociation préparés au moyen d’un complexe kaolin + pro- 
téide donnaient une réaction hétérologue beaucoup plus forte 
que ceux préparés au moyen d’un complexe kaolin + lipide. 
Il s’agit la d’une propriété caractéristique de l’anticorps biva- 
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lent : al s’unit avec les deux antigéenes, mais il ne paratt fixer 
Valexine qu’en présence de Vantigéne lipidique (9). 

Cette particularité se retrouve dans certains sérums tuber- 
culeux humains ou bovins qui ne donnent la réaction de fixa- 
tion qu’avec l’antigéne lipidique. On pourrait croire que ces 
sérums ne contiennent que des anticorps lipidiques, tout 
comme le sérum de lapins préparés avec le lipide isolé. Mais 
une analyse suivant nos méthodes montre que les anticorps 
de ces sérums sont fixés par l’antigéne protéidique et que, 
remis en liberté, ils se comportent comme les anticorps biva- 
lents. Hs sont absorbés par chacun des deux antigénes, mais. 
ils ne provoquent une fixation d’alexine qu’en présence de 
Vantigéne lipidique. 

Certes, cette propriété de Vanticorps bivalent parait, a pre- 
miere vue, assez paradoxale ; nous savons bien qu'il y a des- 
réactions entre antigéne et anticorps qui se passent sans fixa- 
tion d’alexine (10), mais ce qui est particulier ici, c’est que- 
le méme anticorps se comporte différemment avec les deux 
antigénes. 

Comment expliquer ce phénoméne ? Nous avons admis plus 
haut que l’affinité de l’anticorps bivalent pour l’antigéne: 
protéidique était trés faible, et que par suite antigéne et anti- 
corps ne s’unissaient, d’une maniére sensible, que si lon 
employait un gros excédent de sérum. Or, dans la réaction de 
fixation, le sérum n’est utilisé qu’a dose limitée a4 cause de- 


(9) Il est vrai, comme le montre le tableau I, que le liquide de disso-- 
ciation protéidique donne une forte fixation d’alexine en présence de 
Vantigéne protéidique ; cette réaction n’est pas due aux anticorps biva- 
lents, mais aux anticorps protéidiques que le liquide de dissociation 
contient en quantité importante. Elle est d’ailleurs aussi grande lors- 
que l’on part, pour la préparation du liquide de dissociation, d’un 
sérum déja traité par l’antigéne lipidique et débarrassé, par ce fait, 
des anticorps réagissant avec le lipide. 

(10) C’est un fait bien connu que réaction de précipitation et fixation 
d’alexine ne coincident pas toujours. Rappelons que les immun-séruims 
de cheval, donnant pourtant une forte précipitation avec les poly- 
saccharides bactériens, sont réfractaires, en général, a Ja réaction de 
fixation. De méme chez le lapin, au cours de l’immunisation, la réac- 
tion de fixation ne devient souvent positive que pendant la période 
ou le taux des précipitines n’augmente plus. On peut inversement 
obtenir avec certains sérums une réaction de fixation et pas de réactiom 
de précipitation. 
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son pouvoir anticomplémentaire ; il ne peut donc se former 
qu'une trés petite quantité du complexe antigéne-anticorps, 
quantité insuffisante pour produire une fixation décelable de 
l’alexine. 

Ktant donnée cette affinité, si faible, de Vanticorps bivalent 
pour le protéide, nous nous sommes demandé si elle jouait un 
role dans laffinité de cet anticorps pour un antigéne conte- 
nant le complexe lipo-protéidique originel, comme l’antigéne 
Besredka, par exemple (41). Nous avons alors comparé l’avi- 
dité de Vanticorps, d’une part, pour l’antigéne Besredka, et 
d’autre part, pour l’antigéne lipidique. Le rendement de la 
dissociation dépendant de cette avidité, nous avons mesuré 
Vactivité des liquides de dissociation obtenus en traitant un 
sérum complet soit par des complexes kaolin+antigéne Bes- 
redka, soit par des complexes kaolin+antigéne lipidique, 
en utilisant, bien entendu, des doses d’antigéne qui, d’aprés 
des expériences préliminaires, fixaient la méme quantité d’an- 
ticorps (tableau VI). 


Tasieau VI. — 5 cent. cubes de sérum 79 au 1/5 ont été soumis successivement 
a 3 passages sur 3 complexes (1, 2, 3) de 20 milligrammes de kaolin + 0 c.c. 8 
d’antigéne Besredka. Une quantité identique a été traitée de la méme fagon 
par 3 complexes (4, 5, 6) de 20 milligrammes de kaolin + 0 c.c. 2 dantigéne 
lipidique au 1/10.000. Les 6 liquides de dissociation ont été titrés au moyen 
de Vantigéne lipidique. 


TITRAGE TITRAGE 
du liquide de dissociation du liquide de dissociation 
COMPLEXES Besredka COMPLEXES lipidique 
en centimétre cube en centimélre cube 
trailés traités 


0,25 0,1 ” 0,25 0,4 


tr pe 
tr pe 
tr pe 


Il ressort du tableau VI que les deux catégories de liquides 
de dissociation obtenus ont réagi & peu prés de la méme 


(11) L’antigéne Besredka étant une simple macération de bacilles 
tuberculeux jeunes, on peut admettre qu’il renferme ce complexe lipo- 
protéidique dans sa forme originelle. 
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maniére ; les anticorps ne sont donc pas plus solidement fixés 
quand ils s’unissent par leurs deux alfinités & l’antigéne Bes- 
redka, que lorsqu’ils réagissent par l’une des deux seulement 
avec le lipide. C’est done surtout a Valfinité lipidique que 
l’anticorps bivalent doit son affinité pour l’antigéne complet. 


L’ANTICORPS BIVALENT 
EST UN ANTICORPS LIPO-POLYSACCHARIDIQUE. 


Dans des publications antérieures, nous avons considéré 
les anticorps bivalents comme des anticorps lipo-protéidiques, 
car nous avons utilisé les proléides du bacille tuberculeux 
pour leur isolement. Entre temps, nous avons montré [40] que 
la fonction antigéne de ces protéides était due & un groupe- 
ment polysaccharidique faisant partie de leur molécule, et 
que, par suite, les anticorps correspondants étaient des anti- 
corps polysaccharidiques. Nous devions donc nous rendre 
compte si nos anticorps bivalents n’étaient pas des anticorps 
lipo-polysaccharidiques. 

Nous avons alors recherché si l’on pouvait, dans les expé- 
riences d’absorption et de dissociation, obtenir les mémes 
résultats en remplacant les protéides par des polysaccha- 
rides (12). 

Nous reproduisons dans le tableau VII les résultats d’une 
expérience d’absorption par un complexe kaolin+ antigéne 
polysaccharidique. On peut constater que les polysaccharides 
absorbent, comme les protéides, les anticorps bivalents. Cette 
absorption est d’environ 75 p. 100. 

Une expérience avec des anticorps bivalents isolés au moyen 
du protéide a donné des résultats analogues. Le polysaccharide 
absorbe au moins 50 p. 100 des anticorps réagissant avec le 
lipide (tableau VII). 


(12) Les polysaccharides provenaient de bacilles dégraissés : extrac- 
tion au moyen de l’acide trichloracétique ; dialyse ; précipitation par 
l’alcool méthylique. Pour ce qui est des détails de cette préparation, 
nous renvoyons au mémoire déja cité [40]. Nous ne pouvons pas dire 
si ces polysaccharides représentaient un seul antigéne ou s’ils consti- 
tuaient un mélange de plusieurs antigénes polysaccharidiques diffé- 
rents ; mais cela n’offre pas d’intérét pour nos expériences actuelles. 
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Tasiteau VII. — 3 cent. cubes de sérum 66 au 1/100 ont été soumis & 3 pas- 
sages sur 10 milligrammes de kaolin + 0 c.c. 5 d’antigéne polysacecharidique 
au 41/100.000. Une quantité identique a été traitée de la méme maniére par 
3 complexes de 10 milligrammes de kaolin +0 c.c. 3 dantigene protéidique 
au 1/5.000. Titrage des sérums & J’antigéne lipidique. 


; TITRAGE 
SERUM avec l’antigéne lipidique 


en centimétre cube 
0,25 0,05 


Sérum traité par kaolin + polysaccharide. 
Sérum traité par kaolin + protéide . . . 
Sérum traité par kaolin seul 

Sérum avant traitement 


Il est vrai que dans les deux cas, les protéides ont fixé 
au moins 90 p. 100. Mais cette supériorité du pouvoir fixateur 
des protéides s’observe aussi vis-d-vis des anticorps poly- 
saccharidiques. On peut donc conclure que les anticorps biva- 
lents sont fixés spécifiquement par les polysaccharides. 


Tasieau VII. — 2c.c. 5 du liquide de dissociation protéidique obtenu a partir 
du sérum 66 sont traités par 2 complexes de 15 milligrammes de kaolin 
+0 c.c. 75 dantigéne protéidique au 41/5.000. Une quantité identique est 
traitée de la méme maniére par 2 complexes de 15 milligrammes de kaolin 
+5 cent. cubes d’antigéne polysaccharidique au 1/100.000. Les liquides sont 
titrés aprés ce traitement. 


TITRAGE 
LIQUIDE DE DISSOCIATION avec l’antigéne lipidique 
° 


en centimétre cube 
0,1 0,05 


Liquide de dissociation traité par kaolin 
+ polysaccharide. . 

Liquide de dissociat 
+ protéide. 

Liquide de di 


Des expériences de dissociation ont confirmé cette conclu- 
sion ; le tableau IX donne les résultats obtenus avec un sérum 
complet traité successivement par 3 complexes kaolin + poly- 
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saccharide. Les liquides de dissociation présentent une réactiom 
nette avec l’antigéne lipidique qui, méme aprés le troisiéme 
passage, reste encore sensible. Cette activité est, sans doute, 
moins forte que celle d’un liquide de dissociation protéidique. 
Cela ne peut pas nous étonner, puisque la quantité des anti- 
corps fixés préalablement, quantité dont dépend le rendement. 
de la dissociation, est, comme nous venons de le voir, sensi- 
blement inférieure avec les polysaccharides. 


Tapigeau IX. — 5 cent. cubes de sérum 66 au 1/5 ont été soumis a 3 passages 
sur 3 complexes de 15 milligrammes de kaolin-+1 cent. cube d’antigéne 
polysaccharidique au 1/100.000. Liquides de dissociation titrés avec Pantigéne 
lipidique. 


LIQUIDE DE DISSOCIATION TITRAGE 
avec lantigéne lipidique 


polysaccharidique 


4 


en centimetre cube 0.5 (0),25 0,1 
er ates Sic oes ML Ga cee Ss 0 1 pe 
Da E Me AEE Se ees GE haf ACS 0 tr??? i 
Sie (comer atl far Uo 1222? i-pe pe 


La fixation des anticorps bivalents se faisant par |’inter- 
médiaire du groupement polysaccharidique, il nous semble 
justifié de les appeler anticorps lipo-polysaccharidiques. 


; L’ ANTIGENE 
CORRESDONDANT A L’ANTICORPS LIPO-POLYSACCHARIDIQUE. 


L’existence d’anticorps lipo-polysaccharidiques, nous permet: 
d’admettre que les lipides et les polysaccharides du bacille 
tuberculeux sont étroitement liés, formant un complexe lipo- 
polysaccharidique. Il parait peu probable, en effet, qu'un 
simple mélange de deux antigénes puisse provoquer la forma- 
tion d’un seul anticorps. Il est vrai que Schlossmann [45] n’a 
pu démontrer Vexistence d’un tel complexe en employant 
pourtant la méthode de Boivin et Mesrobéanu [2], qui avait 
permis a ces auteurs d’isoler un composé gluco-lipidique d’un 
grand nombre de bactéries. Mais il n’est pas dit qu’une autre 
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méthode ne donnerait pas un résultat positif. Nous rappelons 
que Chargalf et Anderson [4] ont démontré que les phospha- 
tides du ‘bacille tuberculeux renferment un groupe polysaccha- 
ridique. 

Il se pourrait aussi que les lipides et les polysaccharides, 
sans étre combinés directement, fussent réunis par |’inter- 
médiaire d’un protéide. Il semble, en effet, que les lipides, 
aussi bien que les polysaccharides (en grande partie tout au 
moins) ne se trouvent pas a l'état libre dans le bacille tuber- 
culeux, mais liés & des protéides. Il s’agirait donc d’un gluco- 
lipo-protéide, dont la fonction antigéne dépendrait du grou- 
pement lipidique d’une part, et du groupement polysacchari- 
dique de l’autre. 


ANTICORPS TUBERCULEUX BIVALENTS 
ET HEMOLYSINES BIVALENTES. 


Il est intéressant de comparer les anticorps lipo-polysaccha- 
ridiques du bacille tuberculeux aux anticorps a affinités mul- 
tiples, auxquels l'un de nous a récemment consacré une 
étude [8]. Il s’agissait de ces hémolysines du type Forssman si 
particuliéres, provoquées par certaines bactéries et par des glo- 
bules humains A, qui ont une alfinité non seulement pour 
lantigéne Forssman, mais encore pour un deuxiéme antigéne 
spécifique, propre a |’élément ayant servi a leur prépara- 
tion (13). 

On connait la nature chimique de l’antigéne spécifique, qui 
est un polysaccharide, mais celle de l’antigéne de Forssman, 
méme aprés les recherches si intéressantes de Brunius [3], est 
loin d’étre éclaircie. I] n’en est pas de méme pour les anti- 
corps tuberculeux bivalents. La nature chimique des anti- 
genes correspondants peut étre définie d’une maniére assez 
exacte ; il s’agit d’une part de polysaccharides, comme nous 
l’avons vu plus haut, et, d’autre part, d’aprés Machebooul et 


(13) La formation de ces hémolysines 4 deux affinités peut s’expliquer 
par le fait que ces deux antigénes se trouvent réunis dans la méme 
molécule comme nous [7, 44] l’avons démontré pour le bacille de 
Shiga. 
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ses collaborateurs [5], de lipides complexes constitués par un 
mélange de deux acides phosphatidiques. 

Il est un autre point sur lequel Jes anticorps tuberculeux 
bivalents différent des hémolysines bivalentes : l’union de 
ces derniéres avec un seul des deux antigénes partiels est faci- 
lement dissociable, tandis que la réaction est pratiquement 
irréversible lorsqu’elles sont unies a l’antigéne complet. C’est, 
comme nous l’avons supposé, a la fixation simultanée par 
leurs deux affinités, qu’est due cette irréversibilité. Les anti- 
corps tuberculeux bivalents se comportent d’une maniére 
différente : ils ne sont pas plus solidement fixés lorsqu’ils 
s’unissent A l’antigéne Besredka par leurs deux affinités, que 
lorsqu’ils réagissent avec le lipide seul. Gomme nous l’avons 
vu plus haut, cette particularité s’explique par l’affinité 
minime de l’anticorps bivalent pour le polysaccharide. Tout 
se passe donc comme si l’anticorps tuberculeux bivalent ne 
se fixait que par sa valence lipidique. 


RESUME. 


1° Il existe dans les sérums tuberculeux des anticorps 
bivalents qui réagissent avec les deux antigénes du_ bacille 
tuberculeux : Vantigéne lipidique et l’antigéne polysacchari- 
dique. 

2° Ces anticorps sont cependant plus facilement fixés par 
Vantigéne lipidique que par l’antigéne polysaccharidique, ce 
qui prouve que leur affinité pour le premier antigéne est plus 
grande que pour le second. 

3° Les anticorps bivalents ne fixent lalexine qu’en présence 
de l'un des deux antigénes : l’antigéne lipidique. Cette pro- 
priété particuliére peut s’expliquer par leur faible affinité pour 
Vantigéne polysaccharidique. 
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LA PIROPLASMOSE DU SINGE 


par Y. TANGUY. 


(Institut Pasleur, laboratoire du professeur Marchoux.) 


La piroplasmose des singes a été, jusqu’a présent, peu étu- 
diée. En 1905, Ph. Ross a décrit, sous le nom de Piroplasma 
pitheci, un parasite trouvé dans le sang et les frottis d’organes 
de plusieurs Cercopithecus de l’Ouganda. Il s’agissait, pour 
Nuttall et Graham-Smith, d’un piroplasme du type P. canis 
ou bigeminum ; les parasites étaient ronds, oyvales ou irré- 
guliers. Il y en avait aussi en forme de poire, isolés ou bigé- 
minés. L’infection tua 4 singes sur 12. Ross essaya |’inocu- 
lation chez 2 chiens, mais sans succes. 

En 1919, Castellani et Chalmers signalent, chez un macaque 
de Ceylan (Macacus pileatus), un piroplasme trouvé par eux 
et qu’ils appellent Theileria celler. Il s’agissait de formes 
bacillaires et piriformes. 

Kn 1927, Kikuth étudia la piroplasmose chez le Cercopt- 
thecus et Je Silenus irus. Ses expériences ont porté sur des 
animaux splénectomisés et normaux ; il nota que les singes 
dératés subissaient une infection intense avec forte anémie, 
qui amena la mort d’un animal. L’autopsie révéla la présence, 
dans la vessie, d’un liquide hémoglobinurique, non constaté 
m vivo. Ce phénoméne ne fut observé chez aucun des autres 
quadrumanes. 

En 1931, Schwetz, Miles Droeshaut et Peel signalent des 
piroplasmes ressemblant au P. canis ou bigeminum, mais en 
général plus petits, chez 3 singes d’Afrique (dont 2 portaient 
aussi un Plasmodium) appartenant a 3 espéces différentes 
Cercoceebus aterrimus, Cercopithecus schmidti et leucampyx. 
I] s’agissait plus que probablement, pensent les auteurs, du 
méme parasite trouvé par Ross et Kikuth. 

En mai 1936, étudiant le paludisme provoqué des singes, 


——-. 


PIROPLASMOSE DU SINGE Git 


nous avons recherché si la splénectomie ne rendrait pas plus 
‘évidente laftection. 


Chez un Cynocephalus, petit papion, inoculé précédemment 


de Plasmodium knowlesi (souche humaine) et qui ne pré- 


sentait plus d’hématozoaires dans les frottis, nous avons 
trouvé, six jours aprés la splénectomie, le 28 mai 1936, non 


pas des Plasmodium mais des Piroplasmes. 


Le Prroplasme, 


Le parasite, non pigmenté, endoglobulaire, & de rares excep- 
tions prés, revét plusieurs apparences. Aprés les premiéres 
formes, rondes ou elliptiques, en poire ou lancéolées (figures 
1, 2, 3, 4, 5) du début de linfection, se montrent des piro- 
plasmes d’aspect irrégulier, qui sont des formes amiboides 
(figures 6 4 16) de plus en plus nombreuses, avec la gravité de 


infestation. 


On observe toutes ces formes a la fois, trés rapidement. Les 


corps ronds et elliptiques apparaissent, en général, isolés dans 


l’hématie, les poires par 2 ou par 4, bigéminées, les piroplasmes 
lancéolés en éléments uniques, bigéminés ou agglutinés par 3 
ou 4, ou libres et groupés par 8 ou 12 et jusqu’a 16, 19 ou 20 


(chiffre incomptable alors de facon précise) : les formes bigé- 


minées, par 2 ou par 4, réunies par un pont protoplasmique, 
trés rétréci, prennent l’aspect d’un V majuscule ou d’un éven- 
tail (figures 17, 18, 19). 

Les formes amiboides tendent un ou plusieurs pseudopodes 
vers la périphérie de l’hématie qui les contient. Quand le piro- 
plasme émet seulement 2 pseudopodes, le fait qu’ils épousent 


le méme axe, en sens opposé, donne une image ténue du para- 


site, analogue & une plaque équatoriale du Plasmodium mala- 


-rie (figure 20). On peut rencontrer une forme amiboide, accom- 


pagnée d’un ou de plusieurs éléments typiques, dans le méme 
globule rouge. 
Hormis ces formes amiboides, la plus grande dimension du 


parasite égale, en général, celle du rayon de ’hématie ou rare- 


ment la dépasse. 
A cété de toutes ces formes, il faut faire une mention spéciale 
pour certains éléments piriformes, typiques mais différents des 
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autres par leur dimension trés réduite et la structure de leur 
protoplasme. Coloré selon les méthodes de Giemsa ou de Leish- 
man, ces corps exigus ne montrent pas de vacuole et se colorent 
uniformément en bleu. Chez tous les autres piroplasmes, quels 
qu’ils soient, le cytoplasme s’étend en une bande périphérique 
bleue, plus ou moins épaisse, encerclant une vacuole centrale. 
Souvent, cette bande périphérique présente des ponts d'un 
point & un autre et le parasite montre alors un aspect multi- 
vacuolaire (figure 15). 

Le noyau, rouge, forme une ou deux ou trois masses de chro- 
matine. Il n’existe aucune différence entre les piroplasmes 
rencontrés trés rarement dans le plasma ou dans les hématies 
du sang circulant ou des organes profonds ou de la moelle 
osseuse (figure 24, p. 615). 

L’hématie qui contient le parasite ne présente jamais de pig- 
mentations. . 


Muttipiication. — Elle s’opére par division directe et pres- 
que toujours par celle du noyau d’abord (figures I a4 IX). La 
division binaire est de régle. La division d’un parasite en 3 
ou 4 autres, semble tout a fait exceptionnelle. Notre attention 
la retint seulement 3 fois. Peut-étre devrait-on parler, en ce 
cas, de bourgeonnement plutdt que de division directe 
(figures X, XI, XII, p. 615). 

Nos recherches d’un cycle d’évolution demeurérent vaines : 
par des observations répétées, d’heure en heure, ou matin et 
soir, pendant des périodes de quinze jours, les formes de piro- 
plasmes restaient, & peu de chose prés, identiques a elles- 
mémes. 

Seul, le nombre des parasites varie dans le sang. Au début de 
infection, les piroplasmes apparaissent par période de dix a 
douze jours, durant laquelle ils augmentent lentement de nom- 
bre pendant la premiére moitié pour se maintenir trés nom- 
breux trois & quatre jours et disparaitre brusquement en un 
ou deux jours. 

Au fur et 4 mesure que l’infection gagne en gravité, les piro- 
plasmes se manifestent de plus en plus fréquemment, pour 
demeurer constants : le nombre des parasites suit alors une 
courbe ondulante. Parfois, au contraire, les phases d’apparition 


or 
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Ai 20 
Fic. 1 4 5. — Formes rondes, elliptiques, en pdire ou lancéolées, 
du début de Viafectioa. 
Fic. 6 & 16. — Formes amiboides, 
de plus en plus nombreuses avec la gravité de la maladie. 
Fic. 17 a2 19. — Formes bigéminées, groupées, 


- fréquentes 4 toutes les périodes. 
‘Fic. 20. — Forme amiboide 4 type de plaque équatoriale du P. malariv. 
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s’espacent et l’animal semble guéri définitivement, ou jusqu’au 
moment d’une maladie intercurrente, mortelle, qui fait réap- 
paraitre les piroplasmes en trés grand nombre. 


ETuDE EXPERIMENTALE SUR LES SINGES. 


Chez 95 pensionnaires de ta singerie de l'Institut Pasteur, 
venant de la Guinée francaise, ou de Londres, ou de Ham- 
bourg, ou de Marseille, et qui se répartissaient en 23 Cy. papvo, 
43 Silenus irus, 25 C. callitriz et 2 Pan satyrus verus (Chim- 
panzés), nous n’avons constaté la présence d’aucun parasite, 
dans les étalements de sang, par le procédé de la goutte 
épaisse. 

J. Schwetz, au Congo belge, examinant le sang de 124 singes, 
provenant de la région de Stanleyville, trouve seulement 2 
simicns infestés. 

Au contraire, chez un C. papio (n° 4), examiné plusieurs 
fois pour recherche de Plasmodium, nous avons trouvé, aprés 
splénectomie, un piroplasme du type P. bigeminum dans le 
sang. 

Chez un autre Cy. papio (n° 7), traité préventivement par du 
stovarsol, 4 la suite de l’injection virulente, et chez un Chim- 
panzé (n° 10), inoculés du sang du singe précédent (n° 4), 
Vinfection n’éclata qu’aprés splénectomie. 

En méme temps, nous transmettions la piroplasmose trés 
facilement par injection de sang virulent (voie veineuse ou 
intra-musculaire) entre C. papro, ou entre C. papio et Silenus 
wus, Ou réciproquement, ou du C. papio au Cer. callitrix, 
mais notre tentative restart vaine chez un Pan satyrus verus, 
normal, ayant sa rate. 

Ainsi donc, a cété de la sensibilité de l’espéce, moindre 
chez le Pan satyrus verus, par exemple, et tres grande chez le 
Ce. callitrix, au contraire, tué en vingt-trois jours par ces 
parasites, il appartient 4 la rate un rdle de défense considé- 
rable dans la piroplasmose, sulfisant & expliquer la latence 
ou la rareté apparente de infection. 

La durée moyenne de Vincubation semble environ de sept 
& huit jours, mais divers facteurs peuvent faire varier ce 
chilfre. Aprés splénectomie, l’incubation tombe A cing jours, 
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Fic. 214. — Piroplasmes libres: rencontrés dans le plasma. 


IX x XI XIL 


Fic. I & IX. — Formes de division directe. 


Fic. X, XI et XI]. — Formes de bourgeonnement? 
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chez un C. papio, tandis que chez le Cercopithecus callitrix, 
non dératé, elle se réduit A quarante-huit heures seulement. 
La quantité de virus inoculé importe plus que la voie choisie, 
semble-t-il : par voie veineuse, l’incubation parait, 4 quantité 
égale de virus, plus courte de vingt-quatre heures que par 
yoie intra-musculaire. On note une différence bien plus nette, 
avec des quantités variables de virus inoculé Les incubations 
les plus longues, de neuf 4 onze jours, se remarquent chez 
2 Cynocéphales inoculés, par voie intra-musculaire, de 0 c.c. 5 
de sang infectant. 


SympromaToLocig. — Au début de l’infection, on ne retient 
aucun symptéme : ni abattement, ni inappétence. Partois, le 
thermométre décrit un clocher 4 39° 7 ou a4 40°, au maximum, 
persistant un a trois jours. Ce clocher coincide, le plus souvent, 
avec l’acmé de l’onde d’infection. Par la suite, les clochers 
thermiques, rares, semblent correspondre A la destruction des 
parasites, et surviennent a la fin de l’onde. La chute de tempé- 
rature, A ce moment, quand les parasites tendent a disparaitre, 
révélent la défaillance de la résistance de l’animal. 

Alors s’installe une anémie grave, devenant rapidement. per- 
nicieuse, signée par de l’anisocytose et de la poikilocytose, avec 
symptomes de régénération : hématies polychromatophiles, 
pointillées, nucléées, avec anneaux ou filaments. Cette anémie, 
non traitée, améne la mort en hypothermie. Cependant, on 
doit pouvoir l’enrayer ; un mode de traitement, en cours 
d’étude, améne déja une amélioration considérable. 

Mais la maladie ne revét pas toujours cette gravité ; dans les 
cas heureux, aprés la premiére ou la deuxiéme phase d infesta- 
tion, les parasites disparaissent petit a petit et on peut parler de 
guérison, sinon réelle (l’avenir nous le dira, pour nos observa- 
tions en cours), du moins apparente. 

Le pronostic est grave chez les animaux splénectomisés ou 
lorsque le virus inocnlé provient d’un animal trés fortement 
atteint d’anémie pernicieuse. I] semble que, dans ces conditions, 
le parasite ait augmenté de virulence. 

A l’autopsie, outre les altérations du sang, déja citées, les 
hématies sont, en grande partie, lysées. On constate toujours, 
dans le péricarde, la présence de 5 a 6 cent. cubes de liquide, 
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contenant de nombreux lymphocytes. Aprés une infection pro- 
longée, on observe des lésions importantes du foie et du rein, 
caractérisées par des infiltrats leucocytaires abondants autour 
des espaces portes ou des tubes contournés, certains de ceux-ci 
se trouvant méme étouffés par la compression due a l’abon- 
dance des cellules. Quand la piroplasmose a été de plus courte 
durée, le foie, seul, présente ces appels Jeucocytaires. 


THERAPEUTIQUE. — Le stovarsol, le trypanbleu, la gona- 
crine, ont été les seuls produits utilisés. Le stovarsol, curati- 
vement, fait baisser, momentanément, le nombre des piro- 
plasmes. Préventivement donné, aussitét aprés l’inoculation 
du virus, il rend l’affection latente mais n’empéche pas les 
parasites d’apparaitre, quand on fait la splénectomie. 

Deux injections de trypanbleu, & 1 p. 100, a raison de 
41 cent. cube par kilogramme du poids de l’animal, associées a 
une injection de gonacrine & 0,3 p. 100, 4 raison de 0c. c. 2 
par kilogramme du poids, font disparattre rapidement les piro- 
plasmes et le syndrome d’anémie pernicieuse, mais les para- 
sites reviennent en trés petit nombre, au bout de quelque 
temps, visibles seulement d’ailleurs par le procédé de la goutte 
épaisse. Le traitement entrepris remonte 4 deux mois et demi 
et ne permet pas encore de dire s’il y a ou guérison ou prému- 
nition comme dans d’autres piroplasmoses, ou simplement 
amélioration. 


SENSIBILITE D'AUTRES ESPECES D’ ANIMAUX 
AU PIROPLASME DU SINGE. 


Nos tentatives d’inoculation portent sur le cobaye, le chien 
et homme. Dans l’espoir de provoquer une hyperthermie 
favorable, nous avons essayé de transmettre le piroplasme du 
singe aux paralytiques généraux. Ces essais, d’ailleurs suivis 
d’échecs, ont été faits dans le service de M. le docteur Guiraud, 
que nous remercions vivement de l’excellent accueil qu'il vou- 
lut bien nous réserver. Aprés cette tentative, une impaluda- 
tion faite chez un de ces sujets, réussit, avec les mémes carac- 
teres que chez les autres malades neuls. 

Chez le cobaye et chez un chien, celui-ci splénectomisé, 
Vinoculation fut suivie d’échec également. 
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OBSERVATIONS. 


Tableau récapitulatif des inoculations pratiquées avec le 
piroplasme type P. bigeminum, d’un Cynocephalus papro 
(n° 4), spontanément infecté aprés splénectomie. 


1° Désignation 2° Désignalion 
des sujets mis enzexpériences : des signes abrévialifs. 


C.P., cynocéphale papion. 
c.C., cercopithéque callitriche. 
S.1., Silenus irus. 

CHP., chimpanzé. 

Co., cobaye. 

Ch., chien. 

P.G., paralytique général. 


Infection négative. 
Infection négative, méme 
apres splénectomie. 


Infection positive, suivie de 
guérison apparente. 


Infection positive, aprés splé- 
nectomie. 


Infection trés grave, traitée, 
nettement améliorée. 


Infection mortelle, non traitée. 


Infection avec mort de cause 
intercurrente. 


HH POOOD 


Mort de cause intercurrente, 
sans piroplasmes. 


cs 


Cpapins, spontanément attemnt du P bigemt 
oe a é a , 


splénectomie.Mort apres hutt riots d infection 


CYNOCEPHALE PAPION 4. — Le 22 mai 1936, on tente de réveiller, par 
splénectomie, une infection palustre, provoquée artificiellement un 
mois avant. Aucun plasmodium n’apparait par la- suite, mais, le 
28 mai 1936, on constate la présence de nombreux piroplasmes dans 
le sang. Une premiére onde de parasites dure pendant quinze jours, 
sans que la température ne dépasse jamais 39°5. On note ta présence 
des parasites par ondes successives, pendant six mois, puis, au bout de 
ce laps de temps, l’installation presque permanente des piroplasmes 
avec acmés périodiques. En méme temps, on remarque une anémie 
grave de type pernicieux et la mort survient, le 5 février 1937, en 
hypothermie, sans ictére ni hémorragie, ni hémoglobinurie. 
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A l’autopsie, on trouve une petite quantité de liquide péricardique 
_lymphocytaire, et du liquide hémoglobinurique, non constaté in vivo 
dans la vessie. Les hématies du foie semblent contenir plus de piro- 
plasmes que ceux de la moelle osseuse. Il existe 4 A 5 petites rates 
surnuméraires, de la taille d’un petit pois 4 une lentille. L’étude histo- 
Jogique montre des amas leucocytaires dans les espaces portes du foie 
et au niveau des tubes contournés du rein. 


C. papron 5. — Le 2 juin 1936, inoculation intra-musculaire de 8 cent. 
cubes du sang du C. papion 4. Apparition des piroplasmes le 10 juin 
1936. Incubation : huit jours. Les parasites semblent disparaitre a la 
fin du mois d’octobre, soit cing mois aprés le commencement de I’infes- 
tation. Cet animal, utilisé alors pour une inoculation intra-cérébrale 
d’un virus, montre quelques parasites, passagérement depuis, mais de 
plus en plus rarement. 


Smrnus mus 6. — Le 8 juin 1936, inoculation intra-veineuse de 
3 cent. cubes du sang du C. papion 4. Apparition des piroplasmes le 
16 juin. Incubation : sept jours. Courbe ondulante de la présence des 
parasites avec nombre décroissant et disparition apparente des piro- 
plasmes, les derniers jours d’octobre, date a laquelle on inocule un 
virus dans le cerveau. Le 20 novembre, les piroplasmes apparaissent 
trés nombreux 4 nouveau et le singe devient trés dyspnéique. Le 
30 novembre, l’animal en agonie est sacrifi¢é. On le trouve tuberculeux. 
Les frottis de rate et de moelle osseuse révélent la présence de piro- 
plasmes dans les hématies. Ceux de la rate étaient plus infestés. 


Cuimpanzt 8. — Injection intra-veineuse de 3 cent. cubes du sang du 
C. papion 4, le 23 octobre 1936. Mort de l’animal le 3 janvier 1987, 
de maladie intercurrente, sans qu’il fut possible de déceler des piro- 
plasmes & aucun moment. 


Cuimpanzé 10. — Injection intra-veineuse de 1 cent. cube de sang du 
C. papion 4, le 30 décembre 1936. Echec. Réinoculation le 14 janvier 
1937. Echec. Splénectomie le 4 février 1937. Apparition des piroplasmes, 
quatre jours aprés, persistant trois jours, disparaissant puis réappa- 
raissant le 20 février, pour suivre une courbe ondulante, analogue 4 
celle des autres singes. Suit un traitement actuellement. 


CERCOPITHEQUE CALLITRICHE 12, — Injection intra-veineuse de 2 cent. 
cubes du sang du C. papion 7, le 8 février 1937. Deux jours aprés 
apparaissent les piroplasmes, et le singe meurt le 5 mars 1937. Cet 
animal était “en parfaite santé, vif, turbulent avant 1’inoculation. 
L’incubation si courte et la mort rapide montrent la sensibilité de cette 
espéce 4 la piroplasmose. A l’autopsie, liquide lymphocytaire, en petite 
quantité dans le péricarde. Foie : trés rares amas leucocytaires autour 
des espaces portes. Rein : légers ilots de leucocytes dans les tubes 


contournés. 
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REVERSIBILITE DE L’INFECTION DU Silenus irus au C. papio. 


C. papron 3. — Inoculé de Plasmodium knowlesi, de souche humaine, 
le 28 mars 1936. Apparition des hématozoaires le 1% avril. Disparition 
des parasites le 24 avril. Tentative de réactivation de linfection par 
splénectomie le 12 juin 1936. Echec. Le 19 juin 1936, inoculation intra- 
veineuse de 3 cent. cubes de sang du Silenus irus 6. Le 24 juin, appa- 
rition des piroplasmes. Incubation : cinq jours. Méme courbe ondu- 
lante de la présence des piroplasmes que chez les autres singes, mais 
sans disparition compléte des parasites entre les ondes. 

Deux mois apres, l’anémie grave s’installe. En septembre 1936, 
l’animal commence A maigrir et l’anémie devient intense. La scléro- 
tique subictérique, les muqueuses délavées et les paupiéres « gris 
sale), le sang présente un grand nombre d’hématies nucléées (micro- 
blastes, normoblastes, mégaloblastes) avec poikylocytose, anysocytose. 
Le 9 octobre 1936, hypothermie 4 38°. Le 13 octobre 1936, 1’animal 
meurt. A l’autopsie, présence de liquide péricardique, de formule 
lymphocytaire. On trouve un porocéphale dans le foie. L’étude histo- 
logique révéle des infiltrats leucocytaires abondants autour des espaces 
portes, dans le foie, et autour des tubes contournés, dans le rein. Pas 
de lésions tuberculeuses. 


OBSERVATION MONTRANT L’IMPORTANCE DU TERRAIN. 


C. papion 9. — Inoculé de 0 c. c. 5 de sang du C. papion 4, le 
30 décembre 1936, les piroplasmes apparaissent le 8 janvier 1987. 
Incubation : neuf jours, longue ; malgré quoi l’infection tua ]’animal 
en sept jours. Il est vrai que le singe, par suite du mauvais état 
physique 4 son arrivée en France, n’avait été jugé capable de supporter 
une longue expérience. A l’autopsie, présence minime de liquide séro- 
fibrineux dans le péricarde. Dans le foie, trés rares et petits amas 
leucocytaires dans les espaces portes. Pas de lésions du rein. 


EssAI DE TRAITEMENT. 


C. papron 7. — Inoculation intra-veineuse de 8 cent. cubes de sang 
du C. papion 4, le 30 novembre 1936, et prise de stovarsol, per os, les 
deuxiéme, troisitme, quatriéme, sixiéme et septisme jours, aprés 
l’inoculation. Apparition de trés rares piroplasmes, vus par le procédé 
de la goutte épaisse, les 11 et 12 décembre 1936 seulement. 

Le 20 janvier 1937, il n’y a toujours pas de piroplasmes visibles sur 
les frottis ; on fait une splénectomie. Le 3 février, apparaissent les 
parasites. Entre les ondes d’infestation, les piroplasmes persistent en 
trés petit nombre et, devant les progrés de l’anémie, on essaie un 
traitement par le trypanbleu et la gonacrine. Le 25 mars 1937 et le 
lendemain, l’animal recoit dans la veine 2 cent. cubes et 3 cent. cubes, 
soit 5 cent. cubes au total d’une solution de trypanbleu a 1 p. 100, 
pour son poids de 5 kilogrammes. Les parasites diminuent. Le 31 mars, 


six jours aprés la premiére injection, nouvelle injection de 5 cent. 
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cubes de la méme solution. La température monte le soir X 40°, mais 
il n’y a plus de piroplasmes. Le lendemain, température d 40°5. Le 
surlendemain, a 40°. Il n’y a toujours pas de parasites. La fitvre 
semble avoir été due a la destruction des parasites, ainsi que d’autres 
auteurs l’ont signalé dans Ja piroplasmose d’autres animaux. La tem- 
pérature revient & la normale A 39° mais les parasites réapparaissen|! 
le 14 avril et la température remonte & 39°5 le 19 avril malgré 1l’amé- 
lioration évidente de l’animal. Le 20 avril, on fait une injection intra- 
veineuse de gonacrine 4 1 p. 200, 4 raison de 1 milligramme par kilo- 
gramme du poids. Les parasites persistent le lendemain et le surlen- 
demain, et nous continuons d’observer l’animal. 

Du foie cru de veau a été donné a l’animal deux fois par semaine 
a partir du moment ot on 1’a traité. 


« 


C. parion 11. — Inoculation intra-musculaire de 0 c. c. 5 de sang 
du C. papio 4, le 14 janvier 1937. Apparition des piroplasmes, le 
25 janvier 1937. Incubation : onze jours. Courbe ondulante classique. 
Anémie trés grave. Premiéres injections intra-veineuses de trypanbleu 
les 15 et 16 mars. Diminution légére des parasites. Quatre jours apres, 
chute de température a 37°8, pendant quarante-huit heures. Nouvelles 
injections de trypanbleu, les 25 et 26 mars. Les parasites diminuent 
énormément mais la température descendant A 37°5 encore, on injecte 
par voie veineuse de la gonacrine, au méme titre de solution que 
précédemment, le 1° avril. Le Jendemain, la température tombe a 
36°5, mais, le surlendemain, elle remonte a 38°. Du foie cru de veau 
est donné. Les piroplasmes persistent en trés petit nombre jusqu’au 
7 avril ot la température atteint 39°5, puis disparaissent brusquement, 
car on trouve seulement un parasite, de temps a autre, sur une goutte 
épaisse ; la température se stabilise 4 39°. Le 12 apparaissent des 
gamétes d’un plasmodium que nous étudions actuellement. Le singe 
va beaucoup mieux, malgré la persistance de rares piroplasmes et tout 
caractére de syndrome anémique a disparu. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


4° Dans le sang d’un Cynocephalus papio, nous avons 
trouvé, aprés splénectomie, un piroplasme du type P. bige- 
minum, analogue & celui signalé antérieurement, chez d’au- 
tres singes inférieurs. 

2° L’inoculation de ce parasite se fait facilement par voie 
veineuse ou intra-musculaire chez le C. papio, le Silenus irus, 
le Cercopithecus callitrix, difficilement chez le Pan satyrus 
verus (chimpanzé), ott infection n’éclata qu’aprés splénec- 
tomie, ce qui prouve la plus grande résistance de cette espece 
& la piroplasmose. 

Nos tentatives d’inoculation demeurérent vaines chez le 
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cobaye, l'homme et le chien, méme aprés splénectomie, dans 
ce dernier cas. 

3° Le parasite présente l’aspect d’un hématozoaire endo- 
slobulaire, non pigmenté, sous forme d’éléments circulaires, 
elliptiques, piriformes ou lancéolés, de taille trés variable, 
égalant, le plus souvent, celle du rayon de I’hématie. 

Ces éléments se rencontrent isolés ou, trés fréquemment, 
bigéminés ou groupés par 4 ou 8, ou trés rarement jusqu’d 19 
ou 20, dans le méme érythrocyte. Hl existe aussi beaucoup de 
formes amiboides d’aspect varié. 

4° La multiplication se fait par division directe, comme dans 
les autres piroplasmoses. L’hématie qui contient le piroplasme 
ne présente ni hypertrophie, ni pigments. 

On ne décéle aucune dilférence entre les piroplasmes ren- 
contrés dans les hématies des organes profonds, ceux de la 
moelle osseuse ou du sang et ceux vus, trés rarement d’ail- 
leurs, dans le plasma. 

5° L’infection parait trés rare. Chez 95 pensionnaires de la 
singerie de l'Institut Pasteur (Cy. papio, Silenus vrus, C. calli- 
trix et Pan salyrus verus) on ne constate la présence d’aucun 
parasite par un examen unique, selon le procédé de la goutte 
épaisse. 

6° Elle peut exister sous forme latente et n’apparaitre 
qu’aprés splénectomie. Ce qui prouve le réle de défense dévolu 
i la rate dans la piroplasmose, c’est que sur 3 de nos 10 singes, 
Vinfection n’éclata qu’aprés l’extirpation de cet organe. 

7° L’incubation dure sept jours en moyenne, mais divers 
facteurs Ja font varier de cing & onze jours. Les plus 
longues incubations coincident avec une administration médi- 
camenteuse préalable (stovarsol), soit avec une trés faible 
quantité de virus inoculé. Les plus courtes se constatent chez 
le C. callitriz, espéce plus sensible, et chez un Cy. papio, splé- 
nectomisé, avant inoculation de sang infectant. 

8° La quantité des piroplasmes dans Je sang suit une courbe 
d’ondulations soit décroissantes et de plus en plus écartées, 
sans étre accompagnées d’aucun symptome (saul quelquefois 
un léger clocher fébrile) si le singe doit guérir, soit crois- 
santes et de plus en plus rapprochées. Dans ce cas, elles 
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s'accompagnent d’anémie grave mortelle, si la maladie 
triomphe de la résistance de l’animal. 

9° La résistance & Vinfection diminue nettement par la 
coexistence, chez un animal sensible, d’un mauvais état 
physique ou d’une autre maladie. 

10° Le piroplasme augmente de virulence quand il provient 
d’un singe atteint d’anémie pernicieuse. 

11° La mort, du fait de l’anémie, se produit en hypother- 
mie. Nous ne vimes jamais dans nos quatre cas mortels, ni 
ictére, ni hémorragie, ni hémoglobinurie. Une fois cependant, 
lautopsie révéla la présence dans la vessie, d’un liquide 
hémoglobinurique, non constaté in vivo. 

12° A lautopsie, on note, dans les espaces portes du foie et 
au niveau des tubes contournés du rein, la présence d’amas 
leucocytaires. Le foie semble le premier atteint. 

13° Le stovarsol ne jouit d’aucun effet curatif. Le trypan- 
bleu et la gonacrine provoquent une amélioration considérable 
et rapide, amélioration que le recul du temps, seulement, nous 
permettra de regarder comme une guérison. 
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SUR LA DISSOCIATION DE LA GLOBULINE 
EN DEUX CONSTITUANTS NETTEMENT DIFFERENCIES : 
L’'HOMOGLOBULINE ET LA PROTEINE VISQUEUSE 


par Maurice DOLADILHE. 


(Institut d’Hygiéne et de Bactériologie, Dijon. 
Centre de recherches de Physique Biologique.) 


Introduction. 


La globuline du sérum sanguin est une protéine complexe 
et mal définie. Les auteurs qui, Jes premiers, ont isolée et 
lui ont donné son nom, la précipitaient en diluant le sérum 
par de l’eau distillée pure ou additionnée d’acide acétique ou 
d’acide carbonique. 

C’est Hofmeister qui lui donna la définition qui est encore 
actuellement en usage ; il appela globuline la protéine qui 
précipite complétement du sérum en présence du_ sullate 
d’ammonium a demi saturé. 

Marcus Emil qui croyait que la globuline d’Mofmeister se 
confondait avec la protéine qui précipite lorsqu’on dialyse 
un sérum sanguin, dut changer d’avis lorsqu’il s’apercut que 
le dialysat contenait encore de la globuline, puisque le sulfate 
d’ammonium a demi saturation y engendrait un précipité. 
C’est ainsi qu'il fut conduit a4 supposer que la globuline était 
formée par deux protéines, l’une insoluble dans l’eau et pré- 
cipitable & la dialyse, l'autre soluble dans l’eau et non dialy- 
sable. Il appela la premiére euglobuline et la seconde pseudo- 
globuline. 

Porgés, Spiro et Fuld signalérent ensuite que le sulfate 
d’ammonium permettait aussi de séparer ces deux consti- 
tuants de la globuline, l’euglobuline précipitant d’abord en 
présence du sulfate d’ammonium saturé au tiers et la pseudo- 
globuline précipitant ensuite lorsque la concentration du sel 
atteint la moitié de la saturation. Bien que la zone de démar- 
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cation ne soit pas aussi nette que le prétendaient ces auteurs, 
on prit l’habitude de rapprocher leurs résultats de ceux de 
Marcus Emil. _ 

C’est pourquoi la globuline d’Holmeister est considérée 
aujourd’hui encore comme l’association de deux protéines 
leuglobuline et la pseudoglobuline. 

La globuline définie par Hofmeister joue un role prépon- 
dérant en immunologie : elle est Je support de la presque tota- 
lité des anticorps. C’est ce qui a fait naitre dans l’esprit de ces 
biologistes l’espoir d’une différenciation immunologique des 
deux constituants que la physico-chimie lui assignait. 

L’euglobuline et la pseudoglobuline se révélérent malheu- 
reusement douées toutes deux des mémes caractéres immuno- 
logiques, bien que la seconde se soit montrée toujours beau- 
coup plus active que la premiére. Cette répartition inégale de 
l’anticorps ne permet pas de considérer ces deux protéines 
comme biologiquement différentes et laisse planer un doute 
soit sur l’existence de constituants autonomes de la globuline, 
soit sur la valeur de la méthode utilisée pour leur séparation. 

Aucun travail n’a pu jusqu’a présent apporter la preuve 
d’une individualité physique de l’euglobuline ou de la pseudo- 
globuline. Tous les auteurs (Hardy, Hammarsten, Soerensen, 
Chick, Sandor entre autres) s’accordent pour reconnaitre a 
l’édifice colloidal de la globuline ou de ses constituants une 
structure extrémement complexe. 

Une grande imprécision régne donc actuellement sur cette 
protéine, dont Vimportance immunologique est universelle- 
ment reconnue. Ainsi ce travail préliminaire apporte quelques 
précisions qui seront, pensons-nous, utiles aux biologistes. 


Influence exercée par 
la déminéralisation sur la stabilité de la globuline. 


La déminéralisation d’un sérum sanguin modilie la stabi- 
lité de sa globuline. La diminution de la concentration saline 
obtenue simplement en diluant le sérum avec de l’eau distillée 
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sullit par exemple pour rompre 1’équilibre de l’acido-glo- 
buline. . 

Nous avons montré dans le précédent mémoire que ce désé- 
quilibre provient d’une sensibilité a l’action floculante des 
ions hydrogéne que cette fraction de la globuline acquiert du 
seul fait que diminue Ja concentration saline du milieu. 

Cette floculabilité en milieu isotonique n’est pas une pro- 
priété particuliére 4 l’acido-globuline. Mazille a constaté que 
le déséquilibre de l’euglobuline observé au cours de la dialyse 
du sérum provient aussi de la sensibilité aux ions hydrogéne 
que présente cette protéine & mesure que le dialysat s’appau- 
vrit en électrolytes. 

En effet, la quantité d’euglobuline que la dialyse déséqui- 
libre ne dépend pas uniquement comme on le pensait du degré 
de la déminéralisation, mais en plus, de la concentration des 
ions hydrogéne du dialysat. Il suffit d’acidifier*un dialysat 
sérique pour constater qu’une fraction rmportante de la glo 
buline encore dissoute est devenue, par le fait de la dialyse, 
sensible 4 l’action floculante des ions hydrogéne. Cette flocu- 
lation ne s’observe qu’entre deux limites a et ¢ du pH qui 
dépendent, pour un sérum donné, du degré de la déminéra- 
lisation du dialysat. L’intensité de cette floculation augmente 
& mesure que le pH croit & partir de a, passe par un maximum 
pour une valeur b du pH, diminue puis s’annule a partir du 
moment ot ce pH atteint la valeur ¢ (a < b < ¢). 

Les chiffres inscrits dans le tableau I donnent un exemple 
de ces résultats : h indique l’opacité limite (mesurée au photo- 
métre de Vernes, Bricg et Yvon, et évaluée en densité optique) 
atteinte par le dialysat d’un sérum de mouton porté a diffé- 
rents pH par l’addition d’un méme volume de solutions inéga- 
lement concentrées d’acide chlorhydrique ou d’ammoniaque. 


TABLEAU } 
21 ee S55. b Sale Te ae le TL ee es 
h 0,40 0,42 0,43 0,82 0,98 4,35 0,40 0,09 


Le tableau If donne, pour un sérum de beeuf, les poids p en 


milligrammes de protéine retirée de 100 cent. cubes de dialysat 
pour divers pH. 


i) 
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TaBLeau H, 
PHOS. ANIL ey Biecy 8,5 7,3 6,6 6,3 8,7 
HOA pICY bo BRL ee Oe ore ch aa ee 52 87 250 345 47 


L’appauvrissement en électrolytes qui résulte de la dialyse 
rend donc floculable par les ions hydrogéne une fraction impor- 
tante de la globuline. La concentration en ions hydrogéne du 
sérum @ la fin de la dialyse peut présenter une valeur assez 
différente d’une expérience a l'autre ; l’euglobuline séparée 
suivant la méthode de Marcus Emil ne représente donc qu’une 
fraction d’importance variable de la protéine qui a subi en 
réalité influence de la dialyse. 

L’action déminéralisante de la dialyse est, comme on le sait, 
trés limitée ; elle ne s’exerce que sur les électrolytes non liés 
et atteint son maximum a partir du moment ot il ne passe plus 
sensiblement d’ions Cl & travers le septum. 

Un sérum amené 4 ce maximum de déminéralisation compa- 
tible avec la dialyse puis privé, par la floculation, de la tota- 
lité de sa globuline sensibilisée aux ions hydrogéne, peut étre 
soumis ensuite 4 de nouvelles dialyses sans que les protéines 
qu’il contient encore précipitent ou deviennent sensibles aux 
ions hydrogéne. 

La déminéralisation du sérum par la dialyse a donc pour 
elfet de rendre floculable par les ions hydrogéne une partie 
déterminée de la globuline, dont l’euglobuline, telle qu’on la 
concoit aujourd’hui, ne représente qu’une fraction d’impor- 
tance variable d’une expérience a l’autre. 

On sait que Je chauffage du sérum diminue considérablement 
la quantité de protéine qui précipite en cours de dialyse ; l’eu- 
globuline de Marcus Emil qu’on extrait d’un sérum est donc 
moins abondante lorsque ce sérum a été chaulfé. 

Une expérience trés simple permet cependant de se rendre 
compte que la quantité de la globuline sensibilisée aux ions 
hydrogéne ne dépend pas du chauffage du sérum, bien que la 
fraction qui précipite au cours de la dialyse soit plus abon- 
dante lorsque le sérum est frais. 

On applique par exemple une dialyse simple d'une durée de 
quatre jours & deux échantillons (100 cent. cubes) d’un méme 
sérum. L’un des échantillons est, avant la dialyse, chaullé 
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pendant trente minutes & 56°. Les précipités de l’euglobuline 
de Marcus Emil sont séparés par centrifugation, désséchés, 
puis pesés. Chacun des dialysats est additionné d’une solution 
d’acide chlorhydrique (N/100) jusqu’a floculation optima sui- 
vant la technique donnée plus loin. L’insoluble obtenu est 
dans chaque cas desséché dans le vide, puis pesé. 

Les chiffres inscrits dans le tableau III donnent un exemple 
des résultats obtenus ; p et p’ indiquent respectivement les 
poids en milligrammes d’euglobuline de Marcus Emil et de 
globuline floculée. 


Tasieau II. 


p p! pp! 
SORTA NOON, 6 6 aloe oon ooo 105, 190 295 
Serum CHa ite wera cca uous cea alae 54 230 284 


Les électrolytes libres que la dialyse enléve du’sérum condi- 
tionnent donc trés étroitement la stabilité d’une partie de 
la globuline et exercent leur influence non seulement sur la 
protéine qui sédimente au cours de la dialyse, mais aussi sur 
une quantité souvent plus importante qui reste dissoute dans 
le dialysat. La conception actuelle de lVeuglobuline est en 
partie inexacte et la définition qu’on en donne est pour le 
moins incompléte, puisqu’elle ne s’'applique qu’aé une fraction 
tres variable de la globuline qui en réalité subit linfluence 
de la dialyse. 

Nous montrerons plus loin que Ja constitution physique de 
leuglobuline de Marcus Emil est identique a celle de la pro- 
téine encore dissoute dans le dialysat et floculable par les ‘ons 
hydrogéne. 

C’est pourquoi Mazille propose d’appliquer la dénomination 
d’euglobuline a la totalité de la globuline que la dialyse rend 
floculable par les ions hydrogéne ; leuglobuline de Marcus 
Emil ne représenterait plus alors que la fraction de cette globu- 
line amenée a la floculation par les ions hydrogéne libres con- 
tenus dans le sérum 2 la fin de la dialyse (1). 


(1) Ces recherches sur l’euglobuline ont été effectuées par notre 
collaborateur M. Mazitie et feront l’objet d’une publication prochaine. 
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Il 


Privé par la méthode précédente de la totalité de son euglo- 
buline, le sérum précipite encore abondamment en présence 
du sulfate d’ammonium & demi saturé ; il contient donc une 
quantité appréciable de globuline telle que la définit Hof- 
meister. 

La stabilité de cette globuline résiduelle est-elle condition- 
née par les électrolytes que la dialyse simple est incapable 
d’extraire du sérum ? Nous pouvons répondre affirmativement 
a cette question. 

Nous avons pu constater, en effet, au cours de nos recher- 
ches, que la déminéralisation du sérum déja dialysé et privé 
de son euglobuline par notre méthode modifie certainement la 
stabilité de la globuline résiduelle. Cette influence se traduit, 
comme pour l’euglobuline, par une sensibilisation de la 
protéine qui devient floculable par les ions hydrogéne. 

La séparation de la globuline résiduelle devient donc possi- 
ble ; il suffit de déminéraliser puis de porter & un pH optimum 
la fraction sérique dans laquelle elle est dispersée. 

Nous obtenons une déminéralisation suffisante en soumet- 
tant le sérum déja dialysé et privé de son euglobuline a une 
nouvelle dialyse effectuée dans un champ électrique continu. 
Nous exposerons plus loin la technique compléte de la sépa- 
ration ; nous nous contenterons donc de consigner ici nos 
principales observations. 

Sous l’influence du champ électrique une quantité abon- 
dante d’ions chlore traverse le septum en méme temps que 
se forme un précipité et que le pH du dialysat diminue trés 
nettement. L’abondance du précipité n’augmente plus 4 partir 
du moment ow il ne passe plus sensiblement d’ions chlore dans 
Veau de dialyse. Le dialysat est alors constitué par un préci- 
pité abondant surmonté d’un surnageant limpide qu’on peut 
prélever en partie & la pipette effilée. Ce surnageant qui se 
trouble trés légérement en présence du sulfate d’ammonium 
a-demi saturé précipite au contraire en totalité lorsque ce sel 
est amené A la saturation. Cette fraction surnageante est donc 
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4 peu pres dépourvue de la globuline d’Hofmeister mais pré- 
sente les caractéres de précipitation de l’albumine. 


La séparation du surnageant et du précipité est impossible 


par la centrifugation ou par la filtration car le précipité se 
redissout dans le surnageant & la moindre agitation. 

Nous avons pu constater que cette solubilité est due a la 
concentration particulisrement élevée des ions hydrogéne 
libres du dialysat. C’est ce que montre l’expérience suivante 
au mélange limpide obtenu en dispersant le précipité dans le 
liquide surnageant ajoutons des quantités croissantes d’une 
solution d’ammoniaque (N/100). On observe une floculation 
qui commence a partir.du moment ot le pH du dialysat 
atteint une certaine valeur a, augmente d’intensité, passe par 
un maximum (floculation instantanée) pour une valeur supé- 
rieure b du pH, diminue, puis s’annule lorsque ce coefficient 
atteint une limite supérieure c fa<b<c). 

La flocculation optima une fois terminée et le floculat séparé 
par centrifugation, on constate que le liquide surnageant ne 
précipite presque plus en présence du sulfate d’ammonium 
a demi saturé, mais précipite complétement lorsque ce sel est 
amené a la saturation. Le floculat est donc constitué par la 
presque totalité de la globuline d’Hofmeister qui avait résisté 
a la simple dialyse, et le liquide surnageant, qui ne contient 
que des traces de cette globuline, est formé par l’albumine. 

Cette nouvelle déminéralisation par la dialyse électrique a 
donc pour principal effet de rendre fleculable par les ions 
hydrogéne, le reste de la globuline d’Hofmeister. 

Ces premiers résultats montrent que la déminéralisation du 
sérum modifie trés nettement la stabilité de la globuline d’Hol- 
meister qui devient floculable par les ions hydrogéne. 

Ils aménent aussi a distinguer dans cette globuline deux 
fractions sulfisamment dilférenciées, puisque l’une doit sa 
stabilité aux électrolytes non liés que la dialyse simple suffit 
& enlever et que l’autre se maintient en solution grace aux 
électrolytes liés que seule la dialyse électrique est capable 
d’extraire du sérum. 

Ces faits montrent en plus qu’il existe une différence notable 
entre les états physiques de ces deux fractions de la globuline. 

C’est pourquoi il nous parait rationnel d’appeler pseudo- 


a ee a 
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globuline la fraction protéique dont la stabilité relave des 
électrolytes liés, et euglobuline celle dont la stabilité ne reléve 
que des électrolytes non liés. 


Ul 


L’euglobuline et la pseudo-globuline obtenues par cette 
méthode sont l’une et l’autre quasi insolubles dans ]’eau mais 
solubles dans les solutions salines et dans les solutions lége- 
rement alcalines ou trés acides. 

Dispersée en milieu chloruré sodigue, puis soumise a la 
dialyse simple, l’euglobuline précipite trés abondamment ; la 
pseudo-globuline conserve au contraire sa stabilité. La dialyse 
électrique, en déminéralisant complétement le sérum, désé- 
quilibre l’une et l’autre de ces protéines. 

Elles se comportent, en somme, comme l’euglobuline de 
Marcus Emil et comme la pseudo-globuline de Porges, Spiro 
et Fuld ; elles présentent, comme ces protéines, cette com- 
plexité particuliére devant laquelle ont dt s’incliner tant de 
chercheurs. 

Une observation faite au cours de ces recherches nous per- 
met d’apporter quelques éclaircissements a la connaissance de 
la constitution physique de ces protéines. 

Nous avons en effet remarqué que lVeuglobuline et la pseudo- 
globuline se comportent tout 4 fait différemment vis-a-vis des 
solutions de chlorure de sodium suivant qu’elles sont disper- 
sées mécaniquement dans ces solutions ou mises simplement 
en contact avec elles. Dans le premier cas elles se dissolvent 
en totalité dans la solution saline ; dans le deuxiéme cas, une 
partie de la protéine diffuse rapidement dans la solution en 
laissant au fond du tube une substance translucide et visqueuse 
qui ne se disperse dans la solution surnageante que par agi- 
tation. 

Cette observation effectuée avec les sérums les plus divers 
(Homme, Mouton, Beeuf, Cheval, Lapin, Cobaye, etc.) nous a 
conduit A cette premiére conclusion : l’euglobuline et la 
pseudo-globuline sont formées par l’association de deux cons- 
tituants insolubles dans ]’eau distillée mais solubles dans les 
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solutions salines. L’un de ces constituants est trés diffusible 
dans ces solutions salines alors que l’autre, de consistance 
visqueuse, y est trés peu diffusible. 

Cette différence si grande des pouvoirs de diffusion de ces 
deux constituants nous a permis de les séparer et de les 
étudier. 

Les premiers résultats nous ont montré que ces deux frac- 
tions de la globuline se différencient l'une de l’autre par leurs 
propriétés physiques. En collaboration avec MM. Charpentier 
et Ch. Morel, nous avons constaté d’autre part qu’elles sont 
nettement différentes par leurs propriétés immunologiques. 

Nous considérons donc, jusqu a plus ample informé, la glo- 
buline d’Hofmeister comme formée par l'association de deux 
protéines : lune trés diffusible, Phomoglobuline ; l'autre trés 
peu diffusible, la protéine visqueuse. L’euglobuline et la 
pseudo-globuline ne seraient alors que des mélanges en pro- 
portions variables de ces deux constituants. Nos recherches 
en cours nous permettent de penser que les différences trés 
nettes entre les propriétés physiques de l’euglobuline et de la 
pseudo-globuline seraient dues en partie & une différence de 
qualité de la protéine visqueuse qu’elles contiennent, prove- 
nant de l’évolution continuelle de cette protéine. 


Méthode de séparation 
de la protéine visqueuse et de l’homoglobuline. 


Le sérum est dialysé jusqu’A ce qu’il ne passe plus d’ions 
chlore 4 travers le septum ; l’eau de dialyse est changée fré- 
quemment ; la durée de la dialyse est en général de cing A six 
jours. On peut utiliser de l’eau distillée portée au pH 8 par 
du bicarbonate de soude ; cette alcalinisation évite en grande 
partie la précipitation de la globuline de Marcus Emil. On peut 
employer simplement de l’eau distillée ordinaire dont le pH 
oscille, en général, entre 5,6 et 6,1. 

On améne ensuite le dialysat 4 la floculation optima par 
l’addition d’une solution d’acide chlorhydrique centinormale. 
La quantité d’acide 4 ajouter se détermine par la recherche 
préalable de la zone de floculation du sérum dialysé. Pour 
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cela on ajoute goutte & goutte la solution acide A une prise 
d’essai du dialysat jusqu’’ l’apparition du trouble. A partir 
de la, & une série de prises d’essai on ajoute des quantités 
croissantes de la solution acide jusqu’A ce qu’on observe la 
disparition de la floculation. On obtient ainsi une série de 
tubes dans lesquels la floculation augmente d’intensité, passe 
par un maximum, diminue, puis s’annule. On peut donc déter- 
miner les proportions du mélange pour lesquelles la flocula- 
tion est optima. 

Lorsqu’on opére sur de grandes quantités de sérum, qui 
permettent de faire de nombreux prélévements, cette détermi- 
nation s’effectue avec beaucoup de précision. 

Lorsqu’on procéde a 1’étude immunologique des protéines, 
les quantités d’immun-sérum dont on dispose sont en général 
trés limitées et la détermination précise de la floculation 
optima devient impossible a cause de la perte de sérum qu’elle 
entraine. Avec un peu de pratique on y obvie aisément en 
ajoutant au dialysat la solution acide jusqu’a ce que la flocu- 
lation soit quasi instantanée. 

Ce floculat, ajouté a l’euglobuline de Marcus Emil qui a 
précipité au cours de la dialyse, représente l’euglobuline de 
Mazille. Séparée par centrifugation, cette globuline servira 
a l’extraction de la protéine visqueuse et de l’homoglobuline. 


DIALYSE ELECTRIQUE. — Le surnageant est soumis a une dia- 
lyse effectuée dans un champ électrique ; la dialyse est pro- 
longée jusqu’a ce qu'il ne passe plus sensiblement d’ions 
chlore & travers le septum (trente-six heures environ). La 
technique que nous utilisons pour nos recherches immunolo- 
giques est extrémement simple. Le dialyseur est constitué par 
un filtre de cellophane qui plonge entre deux électrodes de 
platine A et B dans un vase contenant de l’eau distillée. La 
source électrique est constituée par une batterie d’accumula- 
teurs donnant une tension de 30 volts environ ; on change 
l’eau fréquemment, surtout au début de la dialyse, de facon 
que le courant ne dépasse pas quelques milliampéres (3 a 10). 

A la fin de Vopération, on additionne le dialysat avec pré- 
caution de quantités croissantes d’une solution d’ammoniaque 
centinormale jusqu’d apparition du premier trouble, puis 
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jusqu’a l’obtention de la floculation instantanée. Les observa- 
tions que nous avons faites pour la détermination de la zone 
de floculation du sérum soumis 4 la simple dialyse s’appli- 
quent naturellement a ce cas-ci. Le floculat obtenu représente 
la pseudo-globuline telle que nous la concevons ; séparé par 
centrifugation il servira, ainsi que celui qui constitue l’euglo- 
buline, & V’extraction de la protéine visqueuse et de |’ homo- 
globuline. 


SEPARATION DE LA PROTEINE VISQUEUSE ET DE L’HOMOGLOBU- 
LINE. — Le culot de protéine (euglobuline ou pseudo-globuline) 
adhére trés fortement au fond du tube lorsqu’il a été séparé 
du liquide surnageant par une centrifugation rapide (4.000 
tours) et prolongée (dix minutes). On l’additionne avec pré- 
caution d’une solution isotonique de chlorure de sodium et 
on le laisse au repos. L’homoglobuline diffuse peu & peu dans 
la solution saline laissant dans le fond du tube la substance 
translucide qui constitue la protéine visqueuse. Lorsque la 
totalité de  homoglobuline est passée dans la solution saline, 
le culot qui reste au fond du tube a centrifuger ne présente 
plus aucun point opaque; il est translucide dans toute son 
étendue. Il suffit alors de décanter le surnageant et de repren- 
dre Ja substance translucide par de l’eau physiologique pour 
obtenir la protéine visqueuse en solution isotonique de chlo- 
rure de sodium. 

La séparation parfaite de la solution d’homoglobuline par 
décantation, qui est particuliérement délicate, est toujours 
nécessaire lorsque les recherches sont d’ordre immunologique. 
Nous procédons alors a cette séparation en prélevant a la 
pipette une partie seulement (les 3/4 environ) de la solution 
surnageante et en sacrifiant le reste. Cette précaution évite 
la diffusion d’un peu de protéine visqueuse dans la solution 
d’homoglobuline. 
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Quelques propriétés physiques 
de l’homoglobuline et de la protéine visqueuse. 


Le chercheur qui se livre a l’étude physique de ces deux 
protéines est frappé par la différence énorme de leur stabilité. 

L’homoglobuline dispersée dans une solution saline présente 
des constantes physiques qui sont trés sensiblement les 
mémes, quelle que soit histoire antérieure du sérum dont 
elle provient. 

L’état physique de la protéine visqueuse en milieu salin est 
au contraire nettement conditionné par l’histoire antérieure 
du sérum dont elle est tirée. Cette protéine subit, au sein du 
sérum, une évolution dont le sens et Vintensité peuvent étre 
modifiés par de nombreux facteurs physiques, dont les plus 
importants et les plus courants sont cerlainement le chautffage 
et le vieillissement. 

Nous avons dt, pour caractériser cette évolution, procéder 
4 un trés grand nombre d’expériences et disposer de grandes 
quantités de sérum. Nous n’avons pas Vintention de surchar- 
ger de chiffres cet exposé. Nous devons cependant donner un 
exemple de ces modifications de l'état physique de la protéme 
visqueuse et de la stabilité remarquable de lhomoglobuline, 
en consignant les résultats de quelques-unes de nos expé- 
riences. 

Chaque série de mesures est effectuée sur des échantillons 
du méme sérum ; chacun de ces échantillons posséde une his- 
toire antérieure connue et imposée par l’expérimentateur. 
Nous nous sommes efforeé autant que possible d’intensifier 
l’action d’un seul facteur et d’imposer aux autres le minimum 
d’intervention. On ne peut toutefois comparer ces mesures 
A celles que le physicien effectue sur des mati¢res inertes sen- 
sibles & des facteurs connus qu’on peut faire agir séparément. 
Le sérum sanguin subit, en plus de l’influence de facteurs 
physiques assez maniables, celle de facteurs biologiques indé- 
pendants de l’expérimentateur, telle par exemple l’immu- 
nisation. On observe souvent de grandes différences entre les 
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états physiques des protéines visqueuses des immunsérums 
sans pouvoir, en toute certitude, assigner 4 chaque antigéne 
une influence déterminée. 

On peut toutefois dégager de ce genre d’expérimentation des 
lois trés générales qui traduisent bien l’opposition trés nette 
qui sépare l’influence exercée par le chauflage de celle exercée 
par le vieillissement. 

Quelle que soit, en effet, la nature de l’influence exercée 
sur la protéine visqueuse par les facteurs biologiques, le chautf- 
fage retarde l’évolution de cette protéine et le vieillissement 
laccélére, au contraire, notablement. 

Les constantes auxquelles nous avons demandé de fournir 
le test de cette évolution de l’état physique de la protéine 
visqueuse, sont principalement : ]’opacité et le pouvoir de 
diffusion lumineuse, la fraction polarisée de la lumiére ditffu- 
sée, qui permettent de comparer les degrés de dispersion gra- 
nulaire d’un méme colloide, le chauffage qui provoque d’au- 
tant plus facilement la floculation de la protéine visqueuse 
qu’elle est plus évoluée. 

Les chiffres inscrits dans le tableau [TV donnent un exemple 
des variations de l’opacité lumineuse (évaluée en densité opti- 
que, photométre Vernes, Bricq et Yvon, écran wratten «) de 
Ja protéine visqueuse tirée de l’euglobuline et de la pseudo- 
globuline d’un méme sérum de mouton. 

La séparation a été effectuée, pour chaque expérience, sur 
20 cent. cubes de sérum. Chaque échantillon posséde une his- 
toire antérieure déterminée. 


Echantillon n° 1 : sérum pris a Ja sortie de Vorganisme. 


Echantillon n° 2 : sérum pris a la sortie de l’organisme puis porté 
4 56° pendant trente minutes. 

Kchantillon n° 3 : sérum non chauffé conservé stérilement pendant 
dix jours 4 zéro degré. 

Echantillon n° 4 : sérum non chauffé conservé stérilement pendant 
vingt-cing jours a zéro degré. 

Echantillon n° 5 : sérum chauffé (56°, trente minutes) conservé stéri- 
lement pendant vingt-cing jours & zéro degré, 


Dans chaque expérience la protéine visqueuse a été disper- 
sée dans 20 cent. cubes d’une solution isotonique de chlorure 
de sodium. 
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TABLEAU LY. 


NUMEROS DES ECHANTILLONS 


I II II IV V 
Protéine visqueuse euglobuline . . 1,25 0,45 41,90 Insoluble. 0,55 
Protéine visqueuse pseudo-globuline. 0,54 0,24 0,28 2,09 0,27 


Le chauffage de ces solutions modifie différemment leur état 
physique suivant ce qu’a été l’histoire antérieure du sérum 
dont elles proviennent. 

Nous donnons a titre d’exemple pour l’euglobuline les opa- 
cités des solutions du tableau précédent aprés vingt-cing minu- 
tes de chauffage & des températures croissantes. 


TABLEAU Y. 
NUMEROS 5 = 6 5 5 
des échantillons 45 50 54 57 61 
| Sate a ee 0,97 a lish 1,85 2,09 Floculation. 
Ue eA wey: 0,23 0,415 0,09 0,09 0,09 
1) ete ae) er eee 1,98 2,45 Floculation. 
Nile. ct > ars. 0,43 0,27 0,16 0,13 0,09 


Les chiffres inscrits dans le tableau VI représentent les opa- 
cités des solutions tirées de la pseudo-globuline. 


TasLeAu VI. 
NUMEROS 0 ° ° B70 ° 
des échantillons 45 50 54 37 61 

ees ons ee cree Soe 0,30 0,09 0,09 0,09 0,09 

SE RSS te Shade he oe 0,15 0,08 0,07 0,06 0,06 

Di heer, ot. Use Sead ca) kal. Rep 0,20 0,23 0,47 0,55 0,98 

Ns arr Mime aS SEN Socom L955 Deo Passa Floculation. 

fe 0 8 lire Pa Mn a 0,410 0,07 0,07 0,07 0,07 


Les solutions d’homoglobuline présentent au contraire une 
stabilité parfaite quelle que soit histoire antérieure du sérum 
ou la fraction de la globuline dont elles proviennent. Leur 
opacité extrémement faible (les solutions sont presque aussi 
limpides que de l’eau) est sensiblement constante et n’aug- 
mente par le chauffage que lorsque la température atteimt une 
valeur voisine de 75°. 

Nous donnons a titre d’exemple, dans le tableau VII, les 
opacités des solutions d’homoglobuline retirées en méme 
temps que la protéine visqueuse (sérum de mouton du 
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tableau IV). Ces opacités ont été mesurées au photométre de 
Pulfrich sous une épaisseur de 10 centimétres et exprimées 
en densité optique. Ces mesures sous grande épaisseur permet- 
tent d’apporter plus de précision, vu la valeur trés faible de 
l’opacité que ces solutions présentent sous 4 centimetre. 


TasieAu VII. 


NUMEROS DES ECHANTILLONS 
HOMOGLOBULINE ge ee eer ee eee 


BL I I I IV Vv 
Buglobuline:{ 3.4.3 -! « 0,093 0,090 0,094 0,093 0,092 
Pseudoglobuline. . . . 0,087 0,088 0,088 0,087 0,087 


Le chauflage et le vieillissement d’un sérum conditionnent 
donc la densité optique que présente sa protéine visqueuse 
lorsqu’elle est dispersée en milieu isotonique de chlorure de 
sodium. L’influence exercée par le vieillissement .est neutra- 
lisée en partie par le chauffage ; le premier de ces facteurs 
détermine en effet un accroissement progressif de la densité 
optique que le deuxiéme ralentit notablement. 

Le pouvoir de diffusion lumineuse varie dans le méme sens 
que la densité optique, la fraction polarisée de la lumiére dil- 
fusée varie en sens inverse. Ces résultats montrent, en accord 
avec la loi de Lord Rayleigh, que le degré de l’agglomération 
granulaire de la protéine visqueuse augmente & mesure que 
le sérum vieillit. 

Tous ces faits montrent bien que la protéine visqueuse évo- 
lue au sein du sérum dés que celui-ci est sorti de lorganisme. 
Cette transformation qui consiste dans une évolution progres- 
sive de la protéine vers la dénaturation, se traduit physique- 
ment par une dispersibilité de moins en moins prononcée qui 
arrive 4 atteindre l’insolubilité complete. 

Les chiffres inscrits dans le tableau TV montrent qu’il existe 
une différence nette entre la protéine visqueuse de l’euglobu- 
line et celle de la pseudo-globuline. La sensibilité de la pre- 
miére a l’action dénaturante du vieillissement est incontesta- 
blement plus prononcée. 

Ce fait est particuliérement intéressant ; il montre qu’il 
existe une différence dans ]’état physique de Ja protéine vis- 
queuse, suivant qu'elle appartient 4 lune ou l'autre des frac- 
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tions de la globuline que notre méthode permet de séparer. 
Il apporte en plus une nouvelle justification des définitions 
‘proposées pour l’euglobuline et la pseudo-globuline. 

Des recherches en cours nous donneront l’occasion de reve- 
nir sous peu sur ce sujet et de montrer que certains caractéres 
immunologiques sont liés a la protéine visqueuse contenue 
‘dans l’euglobuline, alors que d’autres sont & peu pres égale- 
ment répartis dans les deux fractions de cette protéine. 


PROPRIETES ADSORBANTES DE LA PROTEINE VISQUEUSE. — La 
‘protéine visqueuse fixe énergiquement certains ions métal- 
liques ; ’homoglobuline, au contraire, est dénuée de cette 
“propriété. 

Nous avons constaté ce pouvoir fixateur au cours de recher- 
‘ches effectuées en collaboration avec M. Mazille. 

Nous relatons ci-dessous une expérience qui montre d’une 
facon indiscutable le pouvoir fixateur de la protéine visqueuse 
‘pour Vion argent. 

La solution d’euglobuline ou de pseudo-globuline, en milieu 
isotonique de chlorure de sodium, est additionnée d’azotate 
-d’argent jusqu’a précipitation complete. Le précipité, séparé 
par centrifugation, est soumis au traitement d’extraction de 
Vhomoglobuline. Le culot de la protéine visqueuse est repris 
ensuite par une solution isotonique de chlorure de sodium. 

Les solutions d’homoglobuline et de protéine visqueuse ainsi 
-obtenues sont exposées a l’action de la lumiére. Dans tous les 
cas, on constate le noircissement de la solution de protéine 
visqueuse ; la solution d’homoglobuline reste toujours inco- 
lore. 

On peut effectuer l’expérience autrement et précipiter la 
globuline en ajoutant au sérum total une quantité suffisante 
-d’azotate d’argent. 

Si, du précipité qu’on obtient, on retire l’homoglobuline 
et la protéine visqueuse, on constate encore que lion argent 
‘se trouve en totalité dans la protéine visqueuse. 

Nous aurons l’occasion d’exposer en détail avec M. Mazille 
d’autres exemples de fixation d’ions métalliques par la pro- 
‘téine visqueuse. 

Nous nous contenterons pour le moment de citer cette expé- 
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rience qui montre bien la différence qui existe entre la pro- 
téine visqueuse et lhomoglobuline. 


SENSIBILISATION DES COLLOIDES A LA DISPERSION SERIQUE. — 
Nous avons signalé derniérement que la protéine visqueuse 
exerce sur certains colloides une action qui les rend plus faci- 
lement dispersibles par les sérums sanguins. 

L’expérience suivante matérialise cette sensibilisation a la 
dispersion 

Un hydrosol de colloide gommeux ou résineux, isotonisé 
par le chlorure de sodium, est additionné de protéine vis- 
queuse, de sérum sanguin ou de mélange sérum-protéine vis- 
queuse. 

Dans tous les cas on constate que !a protéine visqueuse, 
quelle que soit la concentration sous laquelle elle se trouve 
dans le colloide et quelle que soit son histoire antérieure, est 
incapable de provoquer la dispersion des granules du colloide. 

En présence du sérum, Jes phénoménes observés sont diffé- 
rents : si la protéine visqueuse provient d’un sérum frais et 
non chautfé et si elle-méme n’a subi aucun chauffage, elle 
augmente notablement le pouvoir disperseur du sérum. 

Si la protéine visqueuse provient au contraire d’un sérum 
vieux ou d’un sérum chaulfé, ou si elle a subi elle-méme un 
chaulfage préalable, son addition & l’hydrosol ou au sérum 
n’augmente pas sensiblement le pouvoir disperseur du sérum. 

Les chiffres inscrits dans le tableau VIIE donnent un exemple 
de ces résultats. 

A 30 cent. cubes d’un hydrosol de colophane isotonisé par 
le chlorure de sodium, on ajoute des volumes v croissants d’une 
solution de protéine visqueuse et 0c. c. 1 de sérum humain. 
On place ces mélanges a l’étuve & 37° pendant trente minutes 
et on mesure ensuite leur intensité optique. 

Les chiffres du tableau donnent les valeurs de-ces densités 
optiques pour une expérience ot la protéine visqueuse prove- 
nant d’un sérum frais de porc a été ajoutée : 

a) Non chautfée ; 

b) Chautlée (57°, trente minutes). 
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Tasieau VIII. 


Protéine visqueuse non chauffée . 
Protéine visqueuse chauffée . . . 


Cette propriété est spécifique de la protéine visqueuse ; nous 
ne l’avons rencontrée ni dans l’homoglobuline, ni dans l’albu- 
mine. 

Le D* Ch. Morel a commencé derniérement 1|’étude de l’action 
sensibilisante 4 la dispersion sérique que l’alexine exerce sur 
les complexes immunologiques sur lesquels elle est appelée a 
se fixer. 

La protéine visqueuse exerce une action physique analogue 
sur les colloides en présence desquels elle se trouve. Ce résul- 
tat présente une importance particuliére du fait que la fraction 
de protéine visqueuse gu’on peut retirer rapidement d’un 
sérum trés frais posséde les caractéres de l’alexine. 

Ces premiers résultats suffisent & montrer qu'il existe une 
différence trés nette entre les deux constituants de la globu- 
line que notre méthode permet de séparer. 


Propriétés alexiques de la protéine visqueuse. 


Nous avons signalé dans le mémoire précédent qu’on peut 
isoler de l’acido-globuline un constituant : la protéine C dont 
Vétat physique évolue, au sein méme du sérum, dés que ce 
dernier est sorti de l’organisme. L’évolution de cette protéine 
est conditionnée par l'histoire antérieure du sérum ; le chaut- 
fage et le vieillissement sont les facteurs physiques qui exer- 
cent sur cette évolution l’influence la plus importante. Leurs 
actions se neutralisent en partie ; le vieillissement accélére 
la dénaturation de la protéine C ; le chauffage, au contraire, la 
ralentit notablement. 

Depuis que ces résultats ont été publiés, nous avons cons- 
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taté que lacido-globuline constitue une fraction trés impor- 
tante de l’euglobuline et que la protéine C n’est autre chose: 
que la protéine visqueuse de cette globuline. 

L’identité de ces protéines explique |’évolution que la pro- 
téine CG subit au sein méme du sérum. 

Nous avions été amené a séparer la protéine CG au cours. 
d'un travail destiné & rechercher si la propriété du chainon 
central de l’alexine que posséde l’acido-globuline est exercée 
par la totalité de cette protéine ou par un de ses constituants. 

En collaboration avec M"’ Marguerite Michel, nous avons 
constaté que cette propriété alexique est localisée en totalité 
dans la protéine C. 

Apres Visolement de la protéine visqueuse nous nous som- 
mes naturellement demandé si cette protéine ne présenterait 
pas certains caractéres de |’alexine. 

Les résultats obtenus nous permettent de conclure que la 
protéine visqueuse posséde non seulement la propriété du 
chainon central de l’alexine, mais encore les caractéres hémo- 
lytiques de l’alexine totale. 

La grande Jabilité des propriétés alexiques soumet un tel 
travail 4 des conditions de rapidité qui le rendent difficile et. 
incomplet. Hl est en effet & peu prés impossible de procéder a 
la recherche de l’alexine sur Ja totalité de la protéine visqueuse 
dont la séparation compléte exige un délai de huit a dix jours. 
Ce laps de temps est largement suffisant pour que les propriétés 
alexiques disparaissent. 

Nous avons donc été amené 4 mettre au point une technique 
extrémement rapide qui ne permet malheureusement d’isoler 
qu'une fraction de la protéine visqueuse. Cette technique est 
la suivante 

A Ja sortie de lorganisme le sérum est soumis 4 une dialyse 
d’une dizaine d’heures ; l’eau de dialyse est changée toutes 
les heures. La déminéralisation est suffisante pour qu’une 
fraction importante de l’euglobuline devienne floculable par 
les ions hydrogéne. On obtient ainsi une grande partie de la 
protéine visqueuse de l’euglobuline. 


ACTION EXERCEE SUR L’ALEXINE PAR LA PROTEINE VISQUEUSE. 
— Additionnées 4 un sérum frais, les solutions isotoniques de 
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protéine visqueuse se comportent différemment, suivant 
qu elles ont ou non subi un chauffage préalable, qu’elles sont 
fraiches ou vieillies. 

Fraiches et non chauffées, elles augmentent notablement le 
pouvoir alexique d’un sérum sanguin ; chauffées suffisamment 
(56°, vingt minutes), elles ne modifient pas sensiblement cette 
propriété biologique Non chauflées et conservées plusieurs 
jours (stérilement et & 0°), elles se révélent non seulement 
incapables d’accroitre le pouvoir alexique d’un sérum, mais 
en plus, elles exercent une action anticomplémentaire notable. 

Ce pouvoir anticomplémentaire est considérablement dimi- 
nué si la solution de protéine visqueuse a été chauffée avant 
d’étre soumise au vieillissement ou si elle a subi un chauffage 
sulfisant avant d’étre additionnée au sérum alexique. 

Lorsque le sérum est privé de la propriété du chainon cen- 
tral de l’alexine soit par précipitation de son acido-globuline, 
soit par contact avec des globules rouges sensibilisés, il est. 
incapable de provoquer l’hémolyse alexique. 

L’addition de protéine visqueuse fraiche et non chauffée 
lui rend cette propriété ; chauffée ou vieillie la protéine vis- 
queuse par contre est incapable de le réactiver. 

Le tableau IX donne un exemple de I’action favorable ou 
défavorable que la protéine visqueuse peut exercer sur |’alexine 
d’un sérum sanguin. 

A 1 cent. cube d’une suspension de globules rouges de mou- 
ton sensibilisés par du sérum hémolytique anti-mouton inac- 
tivé par chauffage, on ajoute : a) des volumes croissants v 
d’une solution de protéine visqueuse tirée d’un sérum humain 
frais ; b) 0c. c. 1 d’alexine de cobaye diluée cinquante fois. 
par de l’eau physiologique. 

Le volume total de chaque mélange est complété a 2 cent. 
cubes par de l’eau physiologique. 

Les chiffres inscrits dans le tableau donnent les temps au 
bout desquels l’hémolyse est totale, a 37°. 

Chaque série d’expériences est effectuée avec de la protéine 
visqueuse fraiche et non chauffée, fraiche et chauffée (56°, 
vingt minutes), fraiche et vieillie (conservée huit jours a 0° 
stérilement). 
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TasLeau IX, 


v (centimetre cube) 


0,01 | 0,03 | 0,05 | 0,4 0,5 


Protéine visqueuse fraiche non chauffée.| 57! | 45! | 32’ | 27! | 45! 10! 
Protéine visqueuse fraiche chauffée. . .| 57! | 57! | 57! 59! 60" | 62 
Protéine visqueuse fraiche vieillie . . .| 57’ | 66’ | 75! | 130’ | Pas d’bémolyse. 


Le tableau X donne un exemple de l’action exercée par 
cette protéine visqueuse sur les propriétés hémolytiques du 
méme sérum privé de la propriété du chainon central de 
l’alexine par contact avec des globules rouges sensibilisés. 


TABLEAU X. 


v (centimetre cube) 


0,01] 0,03} 0,05} 0,1 | 0,15 


Protéine visqueuse fraiche non chauffée .|Pas d’hémolyse | 76’ | 63! | 50'| 45! | 24! 
Protéine visqueuse fraiche chauffée .. . Pas d’hémolyse. 
Protéine visqueuse vieillie et non chauffée. Pas d’hémolyse. 


ey ee eee 


Ces faits montrent bien que la protéine visqueuse posséde 
non seulement la propriété d’augmenter le pouvoir alexique 
d’un sérum, mais posséde aussi la propriété du chainon cen- 
tral de l’alexine. Ce dernier résultat était & prévoir puisque la 
protéine visqueuse est identique a la protéine G que nous 
avions isolée de l’acido-globuline. 


REACTIVATION D’'UN SERUM CHAUFFE. — L’addition d’une 
quantité suffisante de protéine visqueuse fraiche et non 
chaulfée 4 un sérum sanguin inactivé par le chauffage engendre 
la réapparition d’une partie de son pouvoir alexique. 

L’expérience suivante fournit un exemple de cette réacti- 
vation. Un sérum frais et alexique est inactivé par un chauf- 
fage sulfisant. La protéine visqueuse isolée d’un sérum homo- 
logue ou hétérologue trés frais est dispersée directement dans 
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le sérum inactivé. On constate que ce sérum ainsi additionné 
de protéine visqueuse retrouve trés souvent une partie parfois 
importante de son pouvoir alexique. 

Ce résultat nous a conduit & supposer que la protéine vis- 
queuse devait posséder non seulement la propriété du chainon 
central de l’alexine, mais aussi les caractéres de l’alexine 
totale. C’est d’ailleurs ce que montrent les expériences sui- 
vantes. 


CONGLUTINATION DES GLOBULES ROUGES. — Bordet a montré 
que le sérum des bovidés, et plus particuliérement celui du 
Boeuf, posséde la curieuse propriété d’agglutiner les globules 
rouges sensibilisés qui ont fixé un peu d’alexine. Ce phéno- 
méne peut servir 4 déceler la présence d’une faible quantité 
d’alexine. II suffit, pour cela, d’ajouter la substance présumée 
contenir de l’alexine 4 une suspension de globules rouges 
sensibilisés puis d’additionner ce mélange d’un peu de sérum 
inactivé de boeuf. Si le mélange contient de l’alexine, on 
observe aprés un séjour variable 4 37°, l’agglutination trés 
nette des globules rouges suivie ou non d’hémolyse. Ge phéno- 
méne ne se produit pas si la substance étudiée est dénuée de 
pouvoir alexique. 

Or, nous avons constaté que le sérum inactivé du Boeuf 
ageglutine toujours énergiquement les globules rouges de mou- 
ton sensibilisés par du sérum anti-mouton lorsqu’on ajoute 
au mélange une faible quantité d’une protéine visqueuse frai- 
che et non chauffée. 

Si la protéine visqueuse est fraiche mais chauffée (56°, vingt 
minutes) ou vieillie, on ne constate aucune agglutination des 
globules rouges. 

Ces résultats obtenus avec de Ja protéine visqueuse prove- 
nant des sérums les plus divers (Homme, Mouton, Cheval, 
Porc, Lapin, Cobaye) montrent d’une facon indiscutable que 
cette protéine exerce vis-a-vis des globules rouges de mouton 
et du sérum inactivé du boeuf la méme action qu’exerce une 
alexine totale. 


HiimMoLYSE DES GLOBULES ROUGES PAR LA PROTEINE VISQUEUSE. 
— Les expériences précédentes nous autorisent a penser que 
Annales de VInstilut Pasteur, t. 59, n° 6, 1937. 43 
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la fraction de la protéine visqueuse qu’une dialyse permet 
d’isoler du sérum posséde les caractéres de l’alexine. 

L’expérience suivante confirme cette hypothése. 

Si on ajoute & des globules rouges sensibilisés des quantités 
suffisantes d’une protéine visqueuse fraiche et non chauffée, 
on obtient & 37° l’hémolyse partielle ou totale de ces globules 
rouges. 

Ce phénoméne ne se produit pas lorsque la protéine vis- 
queuse a été chauffée ou a subi un vieillissement un peu pro- 
longé. 

Le tableau XI donne un exemple de ces résultats :& 0c. c. 3 
d’une suspension de globules rouges de mouton a 5 p. 100 
sensibilisés par du sérum hémolytique anti-mouton, on ajoute 
des volumes V croissants d’une solution de protéine visqueuse 
tirée d’un sérum humain. 

a) Fraiche et non chauffée. 

b) Fraiche et chauffée (56°, vingt minutes). 

c) Conservée non chauffée quatre jours (stérilement a zéro 
degré). 

Les mélanges sont portés a l’étuve a 37°. 

Les notations suivantes sont employées : 

H,, pas d’hémolyse. 

H,, hémolyse partielle. 

H,, hémolyse totale. 


TABLEAU XI. 


V (centimétres cubes) 


Protéine visqueuse fraiche non chauffée. 
Protéine visqueuse fraiche chauffée. . . 
Protéine visqueuse vieillie 


Les mémes expériences effectuées avec ]’homoglobuline ont 
toujours donné des résultats complétement négatils. 

Tous ces faits montrent bien que la fraction de la protéine 
visqueuse qu’on peut isoler rapidement d’un sérum trés frais 
posséde les caractéres hémolytiques de l’alexine. 
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Propriétés de la protéine visqueuse des sérums syphilitiques. 


Les propriétés floculantes spécifiques des sérums syphili- 
tiques sont localisées en totalité dans leur protéine visqueuse. 

L’expérience suivante le montre trés nettement. 

On extrait la protéine visqueuse d’une série de sérums 
humains qui ont été, au préalable, soumis & l’examen sérolo- 
gique par floculation (Meinicke, Kahn, Vernes, réaction F. D.). 
Chaque échantillon de protéine visqueuse obtenu est addi- 
tionné 4 un sérum humain normal. 

On elfectue ensuite au moyen de ce sérum normal additionné 
de protéine visqueuse, la séro-réaction de floculation a laquelle 
ont été soumis les sérums dont proviennent les échantillons 
de protéines visqueuses. 

Les résultats obtenus sont les suivants 

a) Si la protéine visqueuse provient d’un sérum syphili- 
tique, le sérum normal auquel elle a été ajoutée est doué d’un 
pouvoir floculant trés net vis-a-vis de l’extrait d’organe 
utilisé. 

b) Si Ja protéine visqueuse provient d’un sérum non syphi- 
litique, son addition 4 un sérum normal ne communique 
jamais & ce dernier un pouvoir floculant vis-a-vis de l’extrait 
dorgane utilisé. 

Les mémes expériences effectuées avec lhomoglobuline ne 
donnent aucun résultat positif ; quelle que soit la nature du 
sérum dont provient l homoglobuline, le sérum humain normal 
auquel cette protéine est ajoutée se révéle toujours dénué de 
tout pouvoir floculant spécifique. 

La fraction résiduelle du sérum aprés séparation de la pro- 
téine visqueuse et de |l’homoglobuline se comporte comme 
Vhomoglobuline. 

Le tableau XII donne un exemple de ces résultats. La sépa- 
ration de la protéine visqueuse et de l’homoglobuline est 
effectuée sur des échantillons de 4 cent. cubes de divers sérums 
humains suspects. 

La protéime visqueuse et Vhomoglobuline sont dispersées 
dans un volume d’eau physiologique égal au volume total du 
dialysat (double de celui du sérum mis en dialyse) ; on iso- 
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tonise le dialysat ; on obtient ainsi trois solutions d’égal 
volume contenant respectivement la protéine visqueuse, 
Vhomoglobuline et la fraction sérique résiduelle (albumine). 
Chacune de ces solutions est mélangée avec un volume moitié 
moindre de sérum humain normal. 

Chacun des sérums suspects a été soumis au test de la séro- 
réaction de Meinicke ; il en est de méme de chacun des 
mélanges de sérum humain norma! et de protéine visqueuse, 
d’homoglobuline ou d’albumine. Afin de pouvoir mieux com- 
parer les résultats, une légére modification a été apportée a la 
réaction. Le sérum suspect est dilué au double de son volume 
par de l’eau physiologique. 

0c. c. 6 du sérum suspect est additionné a 1 cent. cube de 
Tolu antigéne ; 

0c. c. 6 de chaque mélange contenant le sérum normal est 
de méme additionné a 4 cent. cube de Tolu antigéne. 


TaBLEAu XII. 


: SERUM HUMAIN NORMAL . 
NUMEROS ; SERUM 
don vie 
nee | ; t provient 
additionné additionné re f la protéine 
expériences pels de proteine dio so- Cae. visqueuse 
visqueuse globuline q j 
2 2 + - - + 
3 — _ — — ae 
4 — + = — + 
5 — — — — — 
6 — — = a = 
— + -- ~ + 
x me us as = ites 
“) “= +. os = aie 
10 - ao — a a 
Les signes + et — indiquent respectivement une réaction posilive et une réaction 


négative. 


Ainsi, lorsque la protéine visqueuse provient d’un sérum 
syphilitique, elle communique & un sérum normal les proprié- 
tés floculantes du sérum dont elle a été tirée ; mais lorsqu’elle 
‘provient d’un sérum normal elle ne modifie pas les caractires 
sérologiques d’un autre sérum normal. 


DISSOCIATION DE LA GLOBULINE 649 


Conclusion 


Les électrolytes sériques conditionnent étroitement la stabi- 
lité de la globuline d’Holmeister. La déminéralisation du 
sérum, qui rompt cet équilibre, ne provoque pas, ipso facto, 
la précipitation de la globuline. Le concours des ions hydro- 
géne est nécessaire. 

Sous l’influence de la déminéralisation, la globuline d’Hof- 
meister est en effet devenue floculable par les ions hydrogéne 
et ne se sépare en totalité du sérum que lorsque le pH présente 
une valeur déterminée. 

La dialyse simple enléve les électrolytes libres du sérum 
sanguin ; son action est limitée ; elle s’arréte & partir du 
moment ou il ne passe plus sensiblement d’ions chlore a tra- 
vers le septum. L’euglobuline de Marcus Emil, qui précipite 
au cours de cette dialyse, ne représente pas la totalité de la 
globuline qui est devenue floculable par les ions hydrogéne 
mais seulement une fraction assez faible de cette protéine que 
la valeur du pH du dialysat améne a la floculation. Il suffit 
de porter le dialysat & un pH convenable pour que la totalité 
de la globuline qui a subi l’influence de la dialyse flocule 
instantanément. 

La fraction sérique surnageante contient encore une quan- 
tité importante de la globuline d’Hofmeister ; elle précipite en 
effet abondamment en présence du sulfate d’ammoniaque a 
demi saturé. 

La dialyse effecfuée dans un champ électrique continu per- 
met d’extraire encore de cette fraction sérique une quantité 
importante d’ions chlore ; cette déminéralisation une fois 
achevée, la globuline qui était restée dispersée dans cette frac- 
tion sérique est devenue floculable par les ions hydrogéne et 
se sépare en totalité lorsque le pH atteint une valeur conve- 
nable. 

En résumé, la dialyse simple modifie l’état physique d’une 
fraction déterminée de la globuline en la rendant floculable 
par les ions hydrogéne. L’euglobuline de Marcus Emil n’en 
représente qu’une partie. Nous proposons avec Mazille de 
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dénommer euglobuline la protéine qui, dans le sérum privé 
de ses électrolytes libres, est floculable par les ions hydrogéne. 

Nous proposons aussi de dénommer pseudo-globuline le 
reste de la globuline qui devient floculable par les ions hydro- 
géne lorsque le sérum a été privé, par la dialyse électrique, de 
ses électrolytes lés. 

L’euglobuline et la pseudo-globuline ainsi obtenues sont 
formées par deux constituants protéiques séparables facile- 
ment l’un de l’autre grace aux pouvoirs de diffusion trés diffé- 
rents qu’ils présentent vis-a-vis des solutions isotoniques de 
chlorure de sodium ; le premier, l’homoglobuline, y est trés 
diffusible et le second : la protéine visqueuse, y est au contraire 
trés peu diffusible. 

Ces deux constituants de la globuline d’Hofmeister se diffé- 
rencient trés nettement par quelques propriétés physiques. 

L’homoglobuline est trés stable, ne présente aucun pouvoir 
d’adsorption vis-a-vis des ions métalliques et ne sensibilise 
pas les complexes colloidaux a la dispersion sérique. 

La protéine visqueuse au contraire évolue au sein méme 
du sérum dés que ce dernier est sorti de l’organisme. Cette 
évolution au cours de laquelle la protéine visqueuse tend vers 
la dénaturation, est accélérée par le vieillissement mais consi- 
dérablement ralentie par le chautlage. 

La protéine visqueuse fixe énergiquement les ions métalli- 
ques et sensibilise les complexes colloidaux A la dispersion 
sérique. 

Ces deux constituants sériques se différencient aussi par 
quelques propriétés immunologiques. 

La protéine visqueuse posséde les caractéres de l’alexine. 
La labilité de cette propriété biologique qui exige une sépa- 
ration trés rapide de la protéine visqueuse ne nous a permis 
de faire cette observation que sur une fraction de cette pro- 
téine. 

L’homoglobuline ne présente aucun des caractéres de 
Valexine. aig: 

La protéine visqueuse des sérums syphilitiques posséde la 
totalité des propriétés floculantes spécifiques de ces sérums. 
L’homoglobuline en est totalement dénuée. 
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BASES EXPERIMENTALES 
DE LA TRANSFUSION DES LEUCOCYTES (1) 


par J. HANAUSEK. 


(Institut dHygiéne publique de Prague, section IV. 
Professeur agrégé, D® Jan. Dreouay, chef de section.). 


SEDIMENTATION LIBRE POUR OBTENIR DES LEUCOCYTES. 


Je vais décrire dans ce mémoire les appareils et les méthodes 
pour obtenir des leucocytes du sang par sédimentation libre, 
c’est-a-dire par sédimentation spontanée sous l’influence de 
la pesanteur, sans centrifugation. 

Cette méthode est trés favorable 4 la sédimentation du sang 
de cheval et nous pouvons ainsi obtenir facilement une grande 
quantité de leucocytes pour nos expériences de laboratoire ou 
encore dans un but thérapeutique tel que l’application aux 
abcés ouverts ou aux plaies. 

Je me suis servi, pour obtenir des leucocytes par sédimen- 
tation libre, du méme principe que j’ai appliqué aux récipients 
centrifugeurs de sang (voir les Bases expérimentales de la 
transfusion des leucocytes, n° 8, Journal de Physiologie et de 
Pathologie générales, 1936, page 454). 

En pratique, cette méthode ne nécessite aucun appareil spé- 
cial. Il suffit d’un grand entonnoir a parois presque verticales 
(fig. 4), garni d’un robinet a son extrémité inférieure. On 
remplit lentonnoir de sang citraté de cheval et on laisse 
ensuite le sang se sédimenter dans une armoire frigorifique a 
la température de 2° a 3°. La sédimentation s’effectue plus 
vite a la température du laboratoire (et dans une étuve, a 37°, 
encore plus vite), mais les leucocytes s’altérent trés rapide- 
ment dans un milieu chaud. 

En une demi-heure environ, les hématies se déposent de 


(1) Ce travail a été élaboré grace & une subvention du Ministére 
de l’Instruction publique. 
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facon suffisante, de telle sorte qu’on peut commencer a. les 
faire écouler par gouttes rapides jusqu’A cé que Je niveau 
supérieur des hématies atteigne la gorge de l’entonnoir. 
Pendant les heures suivantes, une couche de leucocytes se 
forme. Trois heures aprés le commencement de lopération 
a peu prés, elle est assez épaisse (mais il laut quand méme 


compter avec des dilférences individuelles de sédimentation). 

Aprés six heures, la couche de leucocytes est encore plus 

importante, et le jour suivant, la sédimentation est comple- 
_tement achevée (fig. 1 Leuk.). 

Lorsque nous avons besoin de leucocytes seulement le len- 
demain, nous laissons la sédimentation s’effectuer jusqu’’ la 
fin & une température de 2° a 5°, dans une glaciére. Si nous 
voulons utiliser les leucocytes le méme jour, nous la réalisons 
a la température de 18°. Nous obtenons alors au bout de.trois 
heures une quantité moins importante, mais suffisante déja 


de leucocytes. 
L’entonnoir est garni 4 son extrémité inférieure d’un robi- 
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net soudé, mais il sulfit de joindre un petit tube a robinet 
& un entonnoir ordinaire, au moyen d’un embout de caout- 
chouc, comme nous pouvons le voir sur la figure 1. De cette 
facon, il est possible de construire 4 l’aide des accessoires 
courants de laboratoire, un dispositif qui permet d’obtenir 
facilement une grande quantité de leucocytes avec plusieurs 
litres de sang de cheval. 

A coup str, si la plaque dont on couvre l’entonnoir adhére 
par hasard hermétiquement au bord de celui-ci (restes acci- 
dentels de sang), les hématies cessent bientdt de s’écouler 
méme si le robinet est ouvert. Nous supprimons cet inconvé- 
nient en couvrant lentonnoir d’une feuille de papier. On 
recoit le sang de cheval dans des réservoirs qui contiennent 
la solution suivante : citrate de soude, 8 gr. 55 ; eau distillée, 
100 grammes ; on prend 150 a 200 cent. cubes de cette solu- 
tion pour 4 litre de sang. Il convient de ne pas ajouter de la 
solution physiologique de NaCl, car celle-ci ralentit la sédi- 
mentation des hématies. 

Les différentes espéces de leucocytes sédimentent de ia 
facon suivante : les polynucléaires se déposent d’abord au 
fond, puis les lymphocytes se placent au-dessus, plus hant 
enfin les plaquettes sanguines — le tout mélangé avec des 
amas d’hématies. On ne peut pas cependant obtenir de limites 
précises entre les couches des diverses espéces de leucocytes 
par une sédimentation libre, tandis que par la centrifugation, 
ces limites sont bien plus nettes. 

Lorsque le sang de cheval est sédimenté déja au cours du 
transport, il est possible de recueillir, au moyen d’un tube 
d’aspiration, le plasma et les couches supérieures d’hématies 
mélangées aux leucocytes et de les rejeter dans un entonnoir 
ot. la sédimentation s’effectue plus vite. Il est encore plus 
avantageux de transporter le sang dans l’entonnoir de sédi- 
mentation ou encore dans le réservoir de la figure 2. Il est 
facile de fabriquer un tel réservoir, trés utile pour obtenir 
des quantités assez petites de leucocytes (correspondant & un 
demi-litre de sang citraté), avec un tube de verre de 5 centi- 
métres de diamétre (a = 25 centimétres, b = 7 centimétres, 
le diamétre interne de la partie B est en haut de 45 milli- 
métres, en bas de 5 millimétres). 
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La sédimentation est wne méthode infiniment supérieure % 
la centrifugation. A Vaide d’un dispositif simple, on obtient 
méme avec une grande quantité de sang (plusieurs litres), 
une couche épaisse de leucocytes, dans un intervalle de troix 
a vingt heures. Ce procédé est excellent, car il ne comporte 
aucun danger de compression centrifuge pour les leucocytes. 
Il est évident qu’il est seulement possible d’appliquer cette 
méthode au sang qui sédimente facilement, au sang de cheval 


par exemple. Elle est absolument inopérante pour Ja sédimen- 
tation du sang de boeuf, de lapin ou de mouton. Le sang de 
pore ne sédimente pas davantage avec l’entonnoir, ni méme 
avec le réservoir de la figure 4, & la température de la chambre. 

J’ai examiné un certain nombre de substances et déterminé 
la rapidité de glissement des globules rouges et blancs. Sur 
chacune d’entre elles j’ai constaté que ni le paraffinage, nt 
le vaselinage de la face interne de l’entonnoir n’accélérent la 
sédimentation, et qu’ils retiennent au contraire les hématies. 

Cette méthode de sédimentation en entonnoir peut étre uti- 
lisée pour différents travaux de laboratoire (en sérologie, par 
exemple) pour achever |’extraction du plasma ou des hématies 
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beaucoup plus complétement que dans un réservoir cylin- 
drique. 

Les principes de sédimentation par centrifugation dans ce 
qu'on appelle « récipients inclinés » (par exemple, le centri. 
fugeur angulaire Bolaget, Stockholm) m’ont amené a pertfec- 
tionner encore plus la sédimentation du sang en entonnoir. 
Dans ces récipients, inclinés par rapport & axe du centri- 


YW /e/ 


Fig3. 


fugeur, Vespace parcouru par Jes corpuscules qui sédimen- 
tent est considérablement plus court que dans le centrifugeur 
ordinaire. Pour bénéficier d’un avantage analogue, je me suis 
servi du dispositif esquissé & la figure 3. Dans un grand enton- 
noir A, prennent place plusieurs autres entonnoirs B, GC, D, 
de plus en plus petits et privés de leurs tubulures inférieures. 

De cette facon les espaces parcourus par les corpuscules en 
cours de sédimentation figurés par des fléches sont bien plus 
courts que lorsqu’on utilise un entonnoir ordinaire et la sédi- 
mentation s’effectue beaucoup plus vite. Il n’est pas nécessaire 
de remplir la cavité entiére de lentonnoir principal A d’en- 
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tonnoirs concentriques, et l’on peut fermer Vorifice de l’en- 
tonnoir D par le bouchon Z en remplissant cet entonnoir |) 
d’eau pour l’alourdir suffisamment. On arrive d réaliser un 
écartement opportun entre les divers entonnoirs au moyen de 
serre-fils SS tout simplement qui servent a fixer le linge. Grace 
a ce systéme d’entonnoirs, la sédimentation des hématies de 
cheval s’effectue en dix & quinze minutes environ ; la sédi- 
mentation des leucocytes s’accélére également, mais pas d’une 


seed, 


Fig 4. 


maniére aussi marquée qu’on pourrait le supposer, d’aprés la 
théorie indiquée plus haut. 

Le principe représenté & la figure 3 peut étre utilisé égale- 
ment dans les récipients centrifugeurs cylindriques. J'ai 
observé que la sédimentation du sang, par exemple, dans un 
centrifugeur ordinaire, s’effectue plus vite si on introduit, 
dans Je récipient cylindrique, plusieurs entonnoirs de forme 
et de disposition pareilles 4 celles des entonnoirs B, C, D de 
la figure 8, avec la seule différence qu’il faut choisir des 
entonnoirs de méme grandeur. Grace a cet arrangement, 
nous obtenons, avec un centrifugeur ordinaire, les mémes 
résultats qu’avec le centrifugeur angulaire. 

Nous obtenons une sédimentation encore plus rapide au 
moyen du récipient figuré a la figure 4. Sa construction 
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résulte de cette simple considération : la sédimentation d’une 
couche mince de sang (4 centimétre par exemple) s’effectue 
bien plus vite que celle d’une couche épaisse (10 centimétres 
par exemple). La couche des leucocytes ainsi obtenue sera 
naturellement trés mince. En inclinant peu & peu le récipient, 
le sang sédimenté s’amasse dans sa partie inférieure, en forme 
d’entonnoir. Apres avoir fait écouler presque toutes les 
hématies, nous voyons les leucocytes se rassembler en une 
couche épaisse dans l’étroite tubulure du_ récipient. La 
figure 4a montre un tel entonnoir dans sa position horizon- 
tale, vu de profil. Sur son fond rectiligne, se trouve du sang 
sédimenté. Le bouchon Z ferme le récipient pour que le sang, 
sur cette surface relativement grande, ne se desséche pas trop 
vite. Le sang de cheval sédimente sur une couche de 1 centi- 
métre d’épaiseur, déja suffisamment en dix & quinze minutes ; 
on laisse ensuite les leucocytes se sédimenter pendant une 
demi-heure & une heure. On améne enfin le récipient a la 
position verticale, le robinet K en bas. Pour effectuer ce mou- 
vement, il faut un dispositif mécanique délicat constitué 
surtout par ung roue dentée N. En inclinant le récipient on 
voit les leucocytes glisser sur la couche des hématies. Cec: 
représente un grand avantage sur la sédimentation en 
entonnoir (figures 1, 2 et 3) dans laquelle les leucocytes 
descendent le long de la paroi a laquelle ils adhérent davan- 
tage. Déja en inclinant le récipient de sédimentation (figure 4), 
nous faisons lentement écouler des hématies par le robinet K. 
Lorsque le récipient est dans la position verticale (figure 4b), 
les leucocytes « Leuk. » se trouvent dans la partie rétrécie 
au-dessus du robinet K. Il est préférable de donner une forme 
légérement conique a ce rétrécissement et non la forme cylin- 
drique habituelle, car il est plus facile d’aspirer les leucocytes 
a aide d’une pipette. | 

La sédimentation dans ce récipient inclinable que nous 
venons de décrire s’effectue trés vite de sorte que, une heures 
aprés la mise en place du sang dans le récipient, nous obte- 
nons déja une épaisse couche de leucocytes. 


CULTURE ET TRANSMISSION EN SERIE 
DU VIRUS DE LA FIEVRE APHTEUSE 
SUR LA MEMBRANE CHORIO-ALLANTOIDIENNE 
DE L’EMBRYON DE POULET 


par Iraro PERAGALLO. 


Unstitut @hygiene expérimentale de VUniversité de Pavie. 
Directeur : Professeur E. BERTARELLI.) 


La culture et la transmission en série des ultravirus ont 
trouvé une voie d’étude nouvelle et intéressante depuis les 
premiers essais faits sur la membrane chorio-allantoidienne 
de l’embryon de poulet. 

On peut affirmer que, jusqu’a présent, presque toutes les 
infections dues aux virus ont été étudiées avec cette technique 
qui présente, vis-a-vis des techniques de Carrel ou de Maitland 
et Maitland, l’avantage d’étre pratique et simple dans son 
exécution. En effet, on a cultivé sur Ja membrane allantoi- 
dienne le virus varioleux, le virus vaccinal, le virus rougeo- 
leux, le virus herpétique, celui de la fiévre des montagnes 
rocheuses, du typhus exanthématique, etc... Des essais de 
culture du virus aphteux ont été également effectués, mais sans 
succés, par J. A. Galloway. J’ai essayé de cultiver ce méme 
virus en utilisant une souche mise aimablement 4 ma dispo- 
sition par le professeur Stazzi, de l’Université de Milan, et 
j expose ici les résultats obtenus. 

Le procédé est presque le méme que celui décrit précédem- 
ment par divers auteurs : au quatorziéme jour de l’incubation 
de l’ceuf de poule, on inocule sur la membrane chorio-allantoi- 
dienne de l’embryon, une petite quantité de lymphe aphteuse 
prélevée avec une pipette capillaire stérile 4 l’intérieur d’une 
vésicule. Les ceufs ainsi infectés sont remis dans la couveuse 
a4 37°-38°. Trente-six & quarante-huit heures plus tard, on 
constate apparition de petites vésicules aphteuses sur les 
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Fig. 1. 


YG aoe 


CULTURE DU VIRUS ET LA FIEVRE APHTEUSE 664 


membranes (v. fig. 1 et 2). C’est A l’intérieur de ces vésicules 
que se trouve la substance virulente susceptible d’étre 
employée pour des inoculations successives. Pour faire les 
passages sur la membrane allantoidienne d’autres embryons, 
on ouvre l’ceuf stérilement quatre jours aprés l’inoculation, et, 
avec toutes les précautions d’asepsie d’usage, on extrait la 
membrane entiére et on la triture dans un mortier stérile. La 
virulence de 1l’émulsion est éprouvée par inoculation au 
cobaye. Au cours des passages d’embryon & embryon, l’acti- 
vité pathogéne du germe s’est maintenue de facon complete. 
J’ai fait, de la sorte, 20 passages en série et la constance de la 
culture m’a semblé vraiment surprenante. 

L’aspect morphologique de la membrane infectée avec le 
virus aphteux est le suivant : en partant du point d’inocu- 
lation, des petites vésicules irradient sur une aire circulaire 
couvrant une partie de la surface de la membrane. Les petites 
vésicules aphteuses différent de celles produites par le virus 
vaccinal : les vésicules vaccinales sont plus rares et plus volu- 
mineuses et résultent de la confluence de plusieurs petites 
vésicules autour d’un point oti se développe plus tard la pus- 
tule caractéristique. 
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